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Cap.1. LA MELATONINA  
La melatonina (N-acetil-5-metossitriptamina) (Fig.1), identificata per la prima volta nel 1958, è un 
ormone ubiquitario [1] presente in diversi organismi viventi quali vertebrati, invertebrati, batteri, 
protozoi e piante superiori. Il suo ruolo principale nei vertebrati è quello di regolare i ritmi 
biologici, fisiologici e comportamentali grazie a un ritmo di secrezione che riflette l’alternanza del 
ciclo luce-buio giornaliero, seguendo quindi un ritmo circadiano. Un esempio di ritmo circadiano 
presente nei mammiferi è rappresentato dall’alternanza delle fasi di sonno e di veglia. La 
melatonina viene prodotta maggiormente durante la notte, ed è pertanto associata alla fase del 
sonno, mentre la sua produzione durante il giorno nello stato di veglia è scarsa o nulla. Nel corso 
dell’anno il ritmo di produzione di questo ormone cambia continuamente in risposta alla 
variazione della lunghezza del periodo luce-buio, determinando complessivamente un ritmo 
circannuale o stagionale [2].  Sebbene la maggior produzione risulta a carico della ghiandola 
pineale,la melatonina viene sintetizzata anche in altri tessuti periferici come la retina e la cute, 
suggerendo che il ruolo della melatonina non sia limitato al controllo dei ritmi circadiani 
dell’organismo, ma possa avere un ruolo importante in sistemi della visione, cardiovascolari e 
immunologici, sia grazie ad interazioni con specifici recettori sia grazie alle sue capacità 
antiossidanti [3]. Ad oggi la melatonina viene utilizzata come integratore alimentare nel 
trattamento dell’insonnia, per prevenire o ridurre lo stress dovuto al cambio di fuso orario (Jet 
Lag) e per risincronizzare la fase del sonno in soggetti che a causa dei ritmi di lavoro mostrano un 
ciclo sonno-veglia alterato. Recenti evidenze sperimentali, indicano nuove prospettive 
terapeutiche sia della melatonina che del suo precursore N-acetilserotonina come molecole 
dotate di attività antiossidante, immunostimolante e come coadiuvanti nel trattamento del cancro 
e di malattie cardiache. Inoltre, a livello di tessuti specifici come la retina sono state descritte delle 
funzioni nella vitalità dei fotorecettori retinici e delle cellule gangliari in patologie come il 
glaucoma. 
 
Figura 1. Struttura della melatonina  
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1.1. Biosintesi della melatonina 
La melatonina viene sintetizzata a partire dal triptofano (Trp) un amminoacido essenziale assunto 
con la dieta che risulta essere il precursore sintetico di tutti i metossindoli prodotti nel nostro 
organismo. Nei mitocondri, il triptofano viene convertito a 5–idrossitriptofano (5–HTP) dall’enzima 
triptofano 5–idrossilasi (TPOH) e successivamente nel citosol, può essere metilato a 5-
metossitriptofano (5-MTP) [4] o ad opera della decarbossilasi degli amminoacidi aromatici (AAAD) 
viene trasformato in serotonina [5], altro importante ormone e neurotrasmettitore [6]. La 
serotonina, o 5–idrossitriptamina (5–HT) è coinvolta in tre differenti vie biosintetiche. 
1. Nel primo caso può essere deamminata da una monoammino-ossidasi (MAO) a 5–
metossiindolacetaldeide (5–HIAL), la quale a sua volta può subire due destini diversi: 
ossidata da un’aldeide deidrogenasi ad acido 5–idrossiindolacetico (5–HIAA) e poi metilata 
da HIOMT ad acido 5–metossiindolacetico (5–MIAA), oppure ridotta da un’ alcool 
deidrogenasi a 5–idrossitriptofolo (5–HL) e successivamente metilato da HIOMT a 5–
metossitriptofolo (5–ML).  
2. La seconda via biosintetica, è quella più importante e fisiologicamente significativa che 
porta alla sintesi di melatonina [7]. In particolare, la serotonina viene prima acetilata dalla 
arilalchilammina N–acetiltrasferasi (AANAT) a N–acetilserotonina (NAS), che viene poi 
metilata da HIOMT per formare la melatonina (5–metossi–N–acetilserotonina). 
3. Nel terzo caso può venire direttamente metilata dall’idrossiindolo O–metiltrasferasi 
(HIOMT), a formare 5–metossitriptamina (5–MT) [8]. (Fig.2) 
La melatonina, ha un’emività plasmatica di circa 20 min [9] e essendo una molecola lipofila non 
viene immagazzinata ma è escreta per diffusione dalla ghiandola pineale. Nel ratto, a livello 
epatico viene rapidamente degradata a 6-idrossi-MEL ad opera del citocromo P450 [10] e poi 
convertita in 6-solfossi-MEL nei reni ed eliminata con le urine [11]. Nel topo, al contrario, la 
melatonina è metabolizzata a 6–glucuronilmelatonina per poi essere escreta attraverso le urine. 
Nell’encefalo la melatonina subisce un catabolismo ancora diverso, con rottura dell’anello indolico 
e produzione di N–acetil–N–2-formil–5–metossichinurenina e N–acetil–5–metossichinurenina [1]. 
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Figura 2. Biosintesi e metabolismo della melatonina: Trp(triptofano), 5-HTP (5-Idrossi-triptofano), 5-HT (Serotonina) , 
5-HIAL (5–metossiindolacetaldeide), 5-HIAA (5–idrossiindolacetico), 5-HL (5–idrossitriptofolo), 5-MIAA( acido 5–
metossiindolacetico), 5-ML (5–metossitriptofolo), NAS (N-acetilserotonina), MEL(Melatonina), 5-MT(5–
metossitriptamina), 5MTP(5-metossi-triptofano), TPOH (Triptofano Idrossilas), AAAD (Decarbossilasi di amminoacidi 
aromatici), MAO (Monoammino-ossidasiHIOMT), AANAT (Arilalchilammina N-acetiltransferasi), HIOMT (Idrossindolo 
O-Metiltransferasi). 
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1.2. Enzimi coinvolti nel pathway biosintentico della melatonina 
1.2.1 Triptofano Idrossilasi (TPOH) 
Il TPOH è un enzima mitocondriale appartenente alle ossido reduttasi che presenta un cofattore 
pteridinico (tetraidrobiopterina) coinvolto nella sintesi del 5-HTP secondo la reazione: 
 
L-triptofano + tetraidrobiopterina + O2 ⇄ 5-idrossi-L-triptofano + 4-idrossitetraidrobiopterina 
Tale enzima ha un’emivita di soli 75 minuti [12], la sua espressione genica e la sua attività 
mostrano una variazione giornaliera con picco massimo durante la notte nella ghiandola pineale di 
ratto [13].  
 
1.2.2. Decarbossilasi di Amminoacidi Aromatici (AAAD) 
L’AAAD è un enzima citosolico, diffuso in molti tessuti e con un’ampia varietà di substrati. Ad 
esempio tale enzima è essenziale per la sintesi delle catecolamine (es. adrenalina e noradrenalina) 
e necessita di piridossalfosfato (una forma attiva di vitamina B6) come cofattore coinvolto nella 
sintesi della serotonina secondo la seguente reazione: 
 
5-idrossi-L-triptofano + piridossalfosfato (PLP)  serotonina 
La sua attività, contrariamente a TPOH non è un fattore limitante per la produzione di serotonina 
[14] e non subisce variazioni giornaliere. Nella ghiandola pineale di ratto, la concentrazione di 
serotonina varia secondo un ritmo giornaliero, con valori elevati durante il giorno (150–250 
pmol/ghiandola) e minimi durante la notte (25–50 pmol/ghiandola) [15]. Le variazioni giornaliere 
della 5-HT risultano opposte a quelle della MEL, suggerendo che la serotonina possa essere 
implicata nel mantenimento dello stato di veglia e che la diminuzione dei suoi livelli notturni siano 
dovuti a un maggior utilizzo di questo neurotrasmettitore per la sintesi di MEL [16]. Tuttavia, in 
studi recenti, è stato dimostrato che il rilascio notturno di serotonina è molto complesso ed è 
un’importante mediatore per la stimolazione β–adrenergica dei pinealociti e per la secrezione di 
melatonina [17]. 
1.2.3. Aril Alchil Ammino-N-Acetiltransferasi (AANAT)  
 AANAT è un enzima citosolico appartenente alla superfamiglia GNAT (Gcn5-related acetyl-
transferase). Ha un peso di circa 23kD e nel ratto ha una forma globulare composta da 8 β-foglietti 
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e 4 α-eliche [18]. Ha un tempo di emivita molto breve di circa 3,5 minuti [19] ed è deputato alla 
catalisi della reazione: 
 
serotonina + AcCoA  N-acetilserotonina + CoASH 
Necessita di acetil–coenzima A (AcCoA) come cofattore ed è in grado di formare un complesso 
reversibile con  proteine chaperoniche 14-3-3. Nei mammiferi questa proteina è stata identificata 
con differenti livelli di espressione in diversi tessuti quali:  
1. Con alti livelli di espressione nel tessuto pineale (pinealociti) e nella retina (fotorecettori) [20]. 
Tessuti nervosi diversi come Nucleo Soprachiasmatico (SCN) e Ippocampo  
2. Con livelli di espressione molto bassi in tessuti di strutture periferiche come le ovaie e i testicoli 
[21]. Il gene di AANAT è stato ritrovato sul cromosoma 11 regione E1.3-2.3 nel topo nel 
cromosoma 10q32.3 del ratto e nel cromosoma 17q25 dell’uomo. 
AANAT è l’enzima in assoluto più studiato, in quanto la sua attività è considerata il fattore 
limitante nella produzione di melatonina [1]. Infatti nella maggior parte dei casi una limitata 
produzione di questo ormone dipende da una bassa attività e/o espressione dell’enzima  AANAT.  
La concentrazione di tale enzima aumenta nei tessuti retinici e pineali dalle 10 alle 100 volte 
durante la notte con un corrispondente incremento nella produzione e nel rilascio di MEL [22]. 
Mentre il ruolo di AANAT all’interno della ghiandola pineale è stato ampiamente studiato quello 
all’interno della retina è meno conosciuto. Dato che AANAT è in grado di acetilare la Dopamina, 
tale enzima sembra essere coinvolto oltre che nella segnalazione cellulare anche in sistemi di 
neurotrasmissione di tipo retinico. Inoltre essendo in grado di acetilare anche arilalchilammine, 
feniletilammine e triptamine, la sua funzione sembra essere rilevante in processi di 
detossificazione prevenendo in tal modo possibili reazioni tossiche di tali ammine [23]. Questo 
meccanismo è molto importante a livello retinico in quanto le arilalchilammine possono formare 
basi di Shiff con la retinaldeide molecola molto importante per la cattura dei fotoni per cui la 
diminuzione dei suoi livelli  può portare alla riduzione della fotosensibilità. 
La fosforilazione dei residui di Ser/Thr-31 di AANAT attraverso la protein chinasi A (PKA) è regolato 
dall’adenosina monofosfato ciclico (cAMP) la quale a livello retinico e a livello pineale è prodotta 
maggiormente durante il periodo di buio. L’AANAT fosforilato promuove la formazione di un 
complesso con proteine chaperoniche 14-3-3 (rapporto 1AANAT/1 14-3-3). La formazione di tale 
complesso (AANAT/14-3-3) porta a un cambiamento conformazionale dell’enzima, tale da rendere 
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più disponibile il suo sito di legame ai 2 substrati, aumentando l’affinità per le arilalchilammine e 
per AcCoA con conseguente aumento di melatonina. Durante l’esposizione alla luce, i fotorecettori 
si iperpolarizzano portando ad una diminuzione dei livelli di Ca2+ e dell’cAMP intracellulare. 
Successivamente AANAT subisce una defosforilazione dell’enzima con conseguente dissociazione 
del complesso AANAT/14-3-3, inattivazione e distruzione proteolitica dell’enzima e una rapida 
diminuzione del rilascio di melatonina [24].  
1.2.4. Idrossindolo O-Metiltransferasi(HIOMT) 
HIOMT, catalizza la reazione finale di alcuni metossiindoli pineali compresa la melatonina [25] e 
presenta come cofattore la S–adenosil-L-metionina. Tale enzima ha la funzione di legare un 
gruppo metilico al substrato indolico secondo la reazione: 
 
N-acetilserotonina + S-adenosil-L-metionina         Melatonina + S-adenosil omocisteina 
 
La HIOMT ha un’emivita superiore a 24 ore [26] e non mostra variazioni giornaliere evidenti. 
(Fig.3) Recentemente è stato confermato che, in condizioni di buio costante (D/D), l’incremento 
della sua attività viene inibita in condizioni di luce costante (L/L) [27]. In colture di pinealociti non è 
stata osservata nessuna stimolazione dell’ attività di HIOMT da parte di cAMP o di agonisti 
noradrenergici, mentre il neuro peptide Y (NPY), un neurotrasmettitore presente nelle fibre del 
ganglio cervicale superiore, è in grado di aumentare tale attività del 30–40% nello spazio 
temporale di poche ore [28] e ciò implica che NPY svolge un ruolo importante nella regolazione del 
ritmo circadiano dell’attività di HIOMT. 
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Figura 3. Ritmo giornaliero della sintesi dei derivati indolici e dell’attività degli enzimi coinvolti nella via biosintetica di 
MEL 
Il gene che codifica per l’enzima HIOMT, è posizionato nella regione pseudoautosomica (PAR) del 
cromosoma sessuale X. Le PAR sono brevi regioni di omologia tra i cromosomi X e Y coinvolte nel 
crossing-over dei cromosomi sessuali. Il gene Hiomt è stato mappato sia nell’uomo (nella regione 
PAR1) sia nel topo (nella regione PAR), e sue mutazioni nell’uomo sembrano essere associate a 
disordini psichiatrici come il Disturbo Bipolare (DB) e la Depressione come conseguenza di una 
bassa produzione di melatonina. Infatti, i pazienti affetti da Disturbo Bipolare, mostrano variazioni 
dei ritmi circadiani con un ciclo sonno/veglia alterato, nella temperatura corporea e nell’attività 
dei fibroblasti. Recentemente è stato dimostrato che in pazienti con DB, i quali mostrano bassi 
livelli di mRNA e una bassa attività di HIOMT si rileva la mutazione (SNPs) rs4446909 nella regione 
promoter del gene Hiomt [29]. In vari ceppi di topo, è stato dimostrato che questo gene è 
altamente polimorfico e tali polimorfismi a singolo nucleotide non-sinonimi (SNPs) dipendono da 
un elevato tasso di ricombinazione nella regione PAR. In particolare, tali polimorfismi sono stati 
ritrovati in topi C57BL/6 che non sono in grado di produrre MEL. In tali topi sono state identificate 
due mutazioni non-sinonime missense portano alla sostituzione di due ammino acidi (R78G E 
R242C) nella proteina [30]. Inoltre, i topi C57BL/6 oltre ad avere mutazioni sul gene Hiomt 
mostrano mutazioni anche sul gene codificante per l’enzima AANAT (Cromosoma 11) e la sua 
bassa attività è dovuta a una mutazione puntiforme non-sinonima non-sense per la sostituzione di 
una Guanina con una Adenina che spiega in parte la forte diminuzione della produzione di 
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melatonina. Questa mutazione puntiforme nell’introne 3 può essere considerata una mutazione di 
tipo frame-schift poiché, modifica tale introne in una struttura che presenta uno pseudo esone. 
Quindi l’mRNA dei C57BL/6 risulta essere più lungo dell’mRNA dei Wild Type (WT), ma codifica per 
una proteina più corta perché lo speudo esone mantenuto nel processo di splicing (Fig.4) si 
traduce in uno stop-codon il quale da origine ad una proteina troncata [31].  
 
Figura 4. Rappresentazione del gene Hiomt nel ceppo di topi C3H/HeJ e nel ceppo C57BL/6J  
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Cap.2. L’ OSCILLATORE CIRCADIANO E RITMI FISIOLOGICI 
Il termine "circadiano”, coniato da Franz Halberg padre della cronobiologia moderna, proviene dal 
latino circa diem e significa appunto "intorno al giorno". ll ritmo circadiano infatti è caratterizzato 
da un periodo di circa 24 ore e tutti i ritmi biologici circadiani dipendono da un sistema endogeno 
autonomo definito come un vero e proprio "orologio interno" all'organismo. Questo sistema 
endogeno è rappresentato da oscillatori molecolari/cellulari che possono essere influenzati e 
sincronizzati da stimoli ambientali esterni, ad esempio dal  ciclo solare (giorno/notte), dalla 
temperatura ambientale, dagli orari di alimentazione e dalle interazioni sociali. Questi stimoli 
ambientali esterni che ogni giorno riposizionano l’orologio interno del nostro organismo sono 
chiamati Zeitgebers (dal tedesco: "donatori di tempo"). In assenza di questi stimoli sincronizzatori, 
i ritmi comunque continuano ad essere presenti, ma il loro periodo può assestarsi su tempi diversi, 
per esempio il ciclo sonno-veglia tende ad allungarsi fino a 36 ore, mentre il ciclo di variazione 
della temperatura corporea diventa di circa 25 ore. Infine l’orologio circadiano, trasmettendo in 
uscita le informazioni provenienti dalla sua oscillazione, influenza la maggior parte degli aspetti 
fisiologici e comportamentali dei vertebrati, generando cicli giornalieri sia nel ritmo sonno/veglia, 
ma anche nella temperatura corporea, nella secrezione di ormoni, nel metabolismo, nella 
pressione sanguigna, nella pressione intraoculare, nella sensibilità visiva [32]. Nei mammiferi, il 
sistema cruciale neuronale in grado di recepire gli stimoli esterni, di coordinare l’organizzazione 
temporale dei numerosi processi biologici e di influenzare i sistemi oscillatori periferici, viene 
definito “Master clock” ed è rappresentato dal nucleo soprachiasmatico (SCN) dell'ipotalamo [33]. 
2.1. Basi molecolari dei ritmi circadiani 
L’attuale modello che descrive le basi molecolari dell’oscillatore circadiano principale in tutti i  
sistemi biologici, si basa su meccanismi di trascrizione, traduzione e di modificazioni post-
traduzionali (es. degradazione, fosforilazione, interazione proteica). Questi meccanismi che 
possono essere a feedback positivo (elementi positivi) o negativo (elementi negativi) sono inseriti 
in un sistema ciclico che si ripete nell’arco delle 24 ore. Nel SCN dei mammiferi, questi meccanismi 
interconnessi tra di loro, regolano la produzione ritmica dell’mRNA e dei relativi prodotti proteici, 
di un insieme di geni altamente conservati detti clock genes, permettendo in questo modo la 
comunicazione tra i neuroni di SCN e i nuclei ipotalamici circostanti [34]. (Fig. 5) 
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Figura 5. Modello generale di funzionamento degli orologi circadiani. Gli elementi positivi identificati finora in diversi 
organismi modello sono: KaiA, White Collar-1 (WC-1), White Collar-2 (WC-2), Clock (CLK), Cycle (CYC), Brain and 
Muscle Arnt-like protein 1 (BMAL1) e Timing of Cab expression 1 (TOC1); gli elementi negativi: KaiC, Frequency (FRQ), 
Period (PER), Timeless (TIM), Cryptochrome ½(CRY), Circadian Clock Associated 1 (CCA 1) e Late Helongated Hypocotyl 
(LHY). 
 
Nei mammiferi, la componente molecolare di questo sistema è costituita da: 
 Elementi Positivi: Fattori di trascrizione CLOCK(Cl) e BMAL1(B).  
 Elementi Negativi: Proteine inibitorie CRY e PER 
I fattori di trascrizione grazie a una particolare regione strutturale, il dominio PAS-basic Helix-loop-
Helix (bHBH), possono portare alla formazione di eterodimeri. Il complesso proteico che si forma 
(Cl/B) rappresenta l’attivatore trascrizionale di questo sistema. L’eterodimero è in grado di legarsi 
a :  
1.  sequenze nucleotidiche E-Box (Enhancer box) del tipo CACGTG nella regione promoter di 
tre geni PERIOD (Per1-Per3) e due geni CRIPTOCHROME (Cry1 E Cry2) codificanti per le 
proteine PERIOD 1,2 (PER) e CRYPTOCHROME 1,2 (CRY), attivandone la trascrizione. Le 
proteine una volta tradotte vengono rilasciate nel citoplasma, la proteina PER viene 
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fosforilata dalla Caseina chinasi 1 δ e ε (CK1) e avviata alla degradazione. Quando CRY 
raggiunge una concentrazione critica, sottrae PER formando un complesso che viene a sua 
volta fosforilato dalla CK1, questo processo  altera la  stabilità del complesso e la sua 
capacità di attraversare la membrana nucleare [35]. Una volta all’interno del nucleo  il 
complesso PER/CK1Ph viene avviato alla degradazione mentre la proteina CRY con un 
meccanismo a feedback negativo  reprime l’azione del dimero CLOCK/BMAL1  bloccando 
la trascrizione dei geni Cry e Per. (Fig. 6) L’incremento notturno dell’ mRNA di Per1 e della 
proteina PER [36] e dell’ mRNA di Cry2 è indotto attraverso la via NE/β1-
AR/cAMP(Noradrenalina- recettori β1 adrenergici-cAMP) 
 
Figura 6. Meccanismo CLOCK/BMAL1-CRY/PER 
2. sequenze E-Box dei geni  Rev-erbα (orphan nuclear receptor) e Rorα (retinoic acid receptor-
related orphan receptors) attivandone la trascrizione [37]. La proteina REV-ERBα (RE) si 
accumula rapidamente, trasloca nel nucleo e inibisce la trascrizione del gene Bmal 1, 
mentre le proteine RORα/γ (RO) si accumulano più lentamente, traslocano in ritardo 
rispetto a REV-ERBα e attivano la trascrizione ritmica del gene, legandosi a elementi 
promotori Rev-erb/Ror(RRE) nella regione promotrice di Bmal. (Fig. 7) 
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Figura 7. Meccanismo CLOCK/BMAL1-REV-ERBα 
 
3.  L’eterodimero CLOCK/BMAL1 si lega  alle sequenze E-boxes dei geni CCG(Clock- 
Controlled genes) producendo outputs che regolano i ritmi fisiologici  [38]. 
Questi cicli sovrapposti generano una ritmicità con un periodo di circa 24 ore e vengono 
sincronizzati principalmente dagli Zeitgeber di natura luminosa provenienti dal tratto retino-
ipotalamico, attraverso la via NA/β1-AR/cAMP(Noradrenalina-recettori β1 adrenergici-cAMP) 
2.2. La ghiandola pineale: Regolazione della sintesi e del rilascio di melatonina 
La ghiandola pineale o epifisi (Fig.8) è una ghiandola endocrina la cui attività segue un ritmo 
circadiano ed è influenzata dall’attività nervosa connessa ai cambiamenti nell’entità della luce 
ambientale. Nell’uomo è posta all’estremità posteriore del terzo ventricolo del diencefalo e ad 
oggi è molto regredita; risalendo più indietro nella scala filogenetica, essa originariamente 
rappresentava un vero e proprio organo con funzione fotorecettoriale (occhio pineale) che, nei 
vertebrati inferiori, invia una serie di segnali a varie regioni encefaliche in risposta alle variazioni 
della luce incidente. Il parenchima epifisario è composto da due tipi cellulari: le cellule principali 
(pinealociti) nelle quali avviene la sintesi di melatonina e le cellule gliali; quest’ultime hanno 
caratteristiche morfologiche e funzionali di cellule connetivali. Nell’adulto l’epifisi contiene anche 
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concrezioni calcaree (sabbia cerebrale), formate da una matrice organica impregnata di sali di 
calcio che aumentano con l’età [39].  
 
 
Figura 8. Rappresentazione anatomica del Nucleo Soprachiasmatico (SCN), Chiasma ottico, Ipofisi, Ipotalamo ,Epifisi. 
La concentrazione plasmatica oscillante della MEL dipende strettamente dal rilascio da parte di 
tale ghiandola e nei mammiferi è regolata da un circuito foto-neurale complesso tra retina, SCN e 
ghiandola pineale [40]. (Fig. 9) É interessante notare, che le cellule in grado di captare la luce sono 
un sottoinsieme di cellule gangliari contenti il fotopigmento Melanopsina, tali cellule integrano le 
loro informazioni con i segnali provenienti dai fotorecettori (coni e bastoncelli), influenzando cosi il 
ritmo endogeno del SCN. La luce agisce influenzando sia l’orologio circadiano a livello del SCN,  sia 
a valle dell’ipotalamo per bloccare la stimolazione della ghiandola pineale. A sua volta il SCN 
controlla la ghiandola pineale attraverso un pathway multisinaptico. L’ultimo neurone coinvolto in 
questa via di segnalazione origina nel ganglio cervicale superiore (SGC) del sistema nervoso 
simpatico e si proietta sulla ghiandola pineale [41]. Infatti sezionando il nervo del simpatico viene 
abolita la produzione ritmica della melatonina imitando gli effetti dell’asportazione della ghiandola 
pineale. Sia nei roditori che nell’uomo le fibre post-gangliari del sistema simpatico che originano 
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dal SGC, all’interno della ghiandola pineale, rilasciano Noradrenalina (NA) [1] su recettori α1 e β1 
adrenergici [42] presenti sulla membrana dei pinealociti. La stimolazione dei recettori adrenergici 
porta all’attivazione di segnali intracellulari che si traducono in una spiccata produzione di 
melatonina durante le ore notturne. Nei mammiferi, il rilascio di melatonina è dovuto a una 
maggiore stimolazione del simpatico e quindi un maggior rilascio di NA all’interno dello spazio 
perivascolare della pineale durante la notte [43]. La stimolazione noradrenergica provoca i 
seguenti di eventi :  
 Aumenta i livelli di cAMP [44]: la stimolazione dei recettori β1 accopiati a proteina Gs [45] 
attivano l’adenilato cilclasi (AC), con un aumento della produzione di cAMP e nei ratti è 
stato dimostrato che la stimolazione β-adrenergica dell'attività pineale è potenziata da un 
concomitante stimolo α-adrenergico. A sua volta l’aumento di cAMP provoca: 
  fosforilazione PKA-dipendente del fattore di trascrizione CREB(Cyclic AMP Regulatory 
Element-binding Protein)(Vedi sotto) 
 Espressione dei clock genes (CLOCK/BMAL1 che inducono una stimolazione E-box mediata 
dell’espressione del gene di AANAT) [46]. 
 Espressione di specifici fattori di trascrizione pineali e retinici. La ghiandola pineale e la 
retina esprimono fattori di trascrizione CRX i quali possono regolare la loro 
differenziazione e possono influenzare l’espressione di geni che si ritrovano nei pinealociti 
e nei fotorecettori. CRX si legano al sito cis-regolatorio PIRE (TAATC/T), il quale è stato 
trovato nella regione promoter di Aanat (3 copie) e di Hiomt. 
 Incrementa la concentrazione intracellulare di  cGMP [47] e anche in questo caso si ha un 
aumento maggiore con una contemporanea attivazione dei recettori α1 [48]. L’incremento 
di cGMP indotto dalla stimolazione dei recettori β1  è mediato da proteine Gs accoppiate a 
guanilato ciclasi (GC), mentre il potenziamento dei recettori α1 coinvolge l’attivazione della 
Ossido Nitrico Sintetasi (NOS) e tale enzima producendo ossido nitrico (NO) stimola a sua 
volta la GC citosolica [49]. 
 Incremento di Ca2+ intracellulare [50] questo deriva da una specifica attivazione dei 
recettori α1, i quali sono accoppiati a un sistema di trasduzione PLC (Fosfolipasi C) e a 
canali del Ca2+ [48]. L’incremento del calcio induce la traslocazione e l’attivazione di PKC 
(protein chinasi C) [51]. Inoltre, l’effetto stimolante dei recettori α1 sull’accumulo di 
nucleotidi ciclici è mediata da Ca2+ e PKC potenziando l’attivazione dell’AC da parte dei 
recettori β1-adrenergici [52]. Questo causa un rapido incremento di cAMP, che promuove 
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la formazione del complesso AANAT/14-3-3. Negli ungulati e nei primati questo è l’unico 
meccanismo conosciuto che controlla l’attività di AANAT, tuttavia sia nei roditori che 
nell’uomo, cAMP controlla anche la trascrizione di AANAT [53] e di HIOMT [54] attraverso 
l’attivazione di CREB. Il meccanismo prevede un’attivazione cAMP-dipendente di PKA e una 
fosforilazione PKA-dipendente di CREB (cyclic AMP regulatory element-binding protein). 
CREB fosforilata diviene più attiva e si lega a CREs (cAMP-responsive elements) presente 
nella regione promoter di AANAT [55] incrementando in questo modo la trascrizione 
dell’mRNA di AANAT di circa 100 volte. Un altro fattore che può modulare la trascrizione di 
AANAT è la concentrazione di Ca2+ [56]. 
 Recentemente sono stati identificati nella regione promoter dell’AANAT di ratto sequenze 
DREs (Downstream Regulatory Element Antagonist-Response Elements) che rispondono al 
fattore DREAM(Downstream Regulatory Element Antagonist Modulator) [57]. DREAM è un 
repressore trascrizionale sensibile al Ca2+ e al cAMP  [58], è espresso nella retina ed il 
legame sulla sequenza DRE di Aanat segue un ritmo diurno, con livelli più elevati durante il 
fotoperiodo [57]. Questo legame regolato temporaneamente è coinvolto nel ruolo di 
DREAM nella soppressione dell’espressione circadiana di AANAT ed inoltre DREAM reprime 
la trascrizione di AANAT anche in cellule trasfettate. Tuttavia, non sono ancora stati 
riportati in altre specie DREs funzionali nel promoter di AANAT. 
 Aumento dell’ attività della fosfolipasi A2 e consenguente sintesi di acido arachidonico in 
seguito ad attivazione α1 (probabilmente attraverso un meccanismo PKC dipendente) [59]. 
I metaboliti dell’ acido arachidonico possono essere coinvolti nella formazione di cGMP 
[60]. 
 Iperpolarizzazione della membrana dei pinealociti in seguito a stimolazione noradrenergica 
[61]. Questo effetto è dovuto in parte ad un efflusso di K+ grazie ad un’ apertura dei canali 
del K+ sensibili al Ca2+. L’attivazione di questi canali richiede un incremento sia cAMP sia dei 
livelli di Ca2+  [62]. 
 Fosforilazione di MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Ad oggi la funzione delle MAPK 
nei pinealociti di ratto non è ancora stata definita e gli effetti che può avere sulla sintesi 
della melatonina non sono stati ancora studiati. 
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Figura 9. Attivazione buio dipendente della produzione della melatonina da parte dei pinealociti. 
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Cap. 3. OSCILLATORI PERIFERICI 
Gli oscillatori periferici contribuiscono a molti aspetti della fisiologia circadiana tessuto specifica e 
possono essere sincronizzati dal “Master Clock” nel SCN [63], il SCN non è però essenziale per i 
ritmi circadiani nei tessuti periferici, infatti quest’ultimi  esprimono ritmicamente i clock genes con 
funzione di orologi periferici [64] in quanto la ritmicità persiste sia nei tessuti isolati che in colture 
cellulari [65]. 
 3.1. La retina  
La retina (Fig.10) è una membrana nervosa sottile dello spessore di circa 100-300 μm. Essa 
rappresenta la più interna delle tuniche che costituiscono la parete del bulbo oculare e 
tappezzandone la parete posteriore si estende dal nervo ottico fino all’orifizio pupillare. È 
deputata alla ricezione degli stimoli luminosi e alla loro trasformazione in segnali nervosi che 
vengono trasmessi alle strutture cerebrali. 
 
Figura 10. Struttura generale dell’occhio. 
3.1.1. Struttura 
Nella retina si distinguono tre porzioni: 
1. Posteriore: la parte ottica della retina (applicata alla coroide),  
2. Media: la porzione ciliare (aderente al corpo ciliare)  
3.  Anteriore: la porzione iridea.  
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 Di queste porzioni, le componenti ciliare e iridea formano la retina cieca (sprovvista di 
recettori) che non è in grado di percepire stimoli visivi ed è di natura esclusivamente 
epiteliale. Solo la parte ottica possiede i fotorecettori ed è quindi funzionalmente efficiente. 
La retina propriamente detta presenta la papilla ottica (punto in cui il nervo ottico si espande 
a ventaglio continuandosi con la retina stessa) e nell’uomo e nei primati è presente anche la 
macula lutea che occupa il polo posteriore dell’occhio. Si presenta come una macchia ovale di 
colore giallastro e mostra nella sua parte centrale una depressione, detta fovea centralis, in 
cui la capacità dell'occhio di risolvere e percepire i dettagli fini di un oggetto è massima.  
 
Figura 11. Struttura della retina e della fovea centralis. 
A livello della fovea (Fig. 11) la retina possiede solo quei fotorecettori (coni) che sono specializzati 
per la percezione dei colori e la visione diurna. Inoltre, gli strati di neuroni sovrastanti sono 
spostati lateralmente e la luce può colpire direttamente i fotocettori favorendo una visione è più 
nitida. 
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3.1.2. Istologia e strati retinici 
Dal punto di vista istologico la retina è composta essenzialmente da due diversi elementi: 
 elementi nervosi  
  elementi di sostegno, comprendenti le cellule della nevroglia. 
 Questi elementi costitutivi si dividono in 10 strati sovrapposti (Fig-12).  
 
 
 
Figura 12. Sezione della retina in cui sono visibili gli strati da cui essa è composta. 
In Figura 12 sono indicati i 10 strati, a partire da quello più interno, che separa lo strato delle fibre 
del nervo ottico del corpo vitreo, fino a quello più esterno, adiacente alla membrana coroidea. La 
porzione nervosa è suddivisibile in nove differenti strati: 
 1. Membrana limitante interna - membrana di appoggio a contatto internamente col corpo vitreo. 
 2. Strato delle fibre nervose - in cui le fibre nervose del nervo ottico decorrono orizzontalmente. 
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3. Strato delle cellule multipolari - corpi cellulari delle cellule multipolari nervose o gangliari; 
origine delle proiezioni visive primarie. 
4. Strato plessiforme interno - dove le cellule bipolari contraggono sinapsi con le cellule 
multipolari. 
5. Strato dei granuli interno o nucleare interno - corpo cellulare delle cellule bipolari, amacrine, 
orizzontali e gliali (cellule di Muller). 
6. Strato plessiforme esterno - dove il pedicello dei coni/bastoncelli contrae sinapsi con le cellule 
bipolari e orizzontali. 
7. Strato dei granuli esterno o nucleare esterno - corpo cellulare dei coni e bastoncelli. 
8. Membrana limitante esterna - membrana formata da elementi gliali (cellule di Muller) che 
separa i segmenti esterni dei fotorecettori da quelli interni. 
9. Strato dei coni e dei bastoncelli- Fra i vari strati, quello dei coni e dei bastoncelli è il più 
importante in quanto questi elementi rappresentano l’estremità terminale dell’elemento nervoso. 
Essi non sono distribuiti uniformemente sulla retina. Il numero dei coni diminuisce dal centro alla 
periferia, mentre quello dei bastoncelli ha comportamento inverso. Quindi, mentre alla fovea si 
trovano quasi esclusivamente dei coni, questi sono rari nelle parti periferiche. Coni e bastoncelli 
mancano completamente in corrispondenza della papilla, per cui questa zona retinica (macchia 
cieca o punto cieco di Mariotte) non è adatta alla percezione luminosa. 
10. RPE (strato delle cellule pigmentate) è lo strato più esterno costituito da cellule di colore molto 
scuro in modo da fungere da "camera oscura" e da nutrire i fotorecettori in parte addentrati al 
loro interno. 
3.1.3. Fotorecettori 
Le cellule fotosensibili, o fotorecettori (Fig. 13), sono disposte sulla parte posteriore della retina. La 
loro morfologia è peculiare, con un aspetto lungo e sottile, organizzata in molti compartimenti 
specializzati.  
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Figura 13. Fotorecettori Coni e Bastoncelli. 
All'estremità opposta rispetto alla lente dell'occhio, c'è il segmento esterno che compie la 
funzione fondamentale della cellula, quella di captare la luce che arriva alla retina. Il segmento 
esterno è costituito da centinaia di dischi disposti uno sull'altro come una pila di gettoni. Questi 
sottili dischi contengono le molecole del pigmento visivo che percepiscono la luce assorbendola. Il 
gran numero (125 milioni) di cellule che si trova in una piccola area permette una risoluzione 
particolareggiata dell'immagine proiettata sulla retina. Il segmento esterno è collegato con il resto 
della cellula mediante un peduncolo molto sottile un cilium modificato che serve a convogliare 
materiale dal corpo cellulare al segmento esterno. Nelle vicinanze del cilium, nel segmento 
interno, c'è addensamento di mitocondri, organelli che forniscono il supporto energetico 
necessario alle attività della cellula. C'è  poi una zona che contiene i ribosomi e il complesso di 
Golgi che costituisce l'apparato con cui la cellula fabbrica le proteine e i carboidrati complessi. 
L'ultimo segmento della cellula assomiglia molto a una fibra nervosa, sia per struttura che per 
funzione. Il nucleo, che contiene il materiale genetico, è situato nella fibra o al suo punto di unione 
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col segmento interno. La fibra termina con un corpo sinaptico a cui sono collegati altri tipi di 
cellule. In questo punto il messaggio visivo, codificato sotto forma di impulso elettrico, viene 
passato per ulteriore elaborazione nella retina e infine trasmesso ai centri visivi del cervello [66]. 
3.2. Sistema circadiano nella retina 
Nella retina molti processi cellulari, biochimici e fisiologici cambiano con un ritmo circadiano, tra 
cui: 
 la sensibilità visiva e la risposta elettrica allo stimolo luminoso determinata mediante 
elettroretinogramma (ERG).  
 la fagocitosi dei segmenti esterni da parte dell’epitelio pigmentato(RPE). 
  l’espressione di geni nei fotorecettori. 
  livelli di secondi messaggeri nei fotorecettori cAMP, Ras-B-Raf, ERK (Extracellular signal-
regulated kinases), e pCREB. 
  l’attività degli enzimi coinvolti nella trasduzione del segnale. 
 l’espressione di AANAT. 
 biosintesi di melatonina nei fotorecettori. 
 dominanza dei coni e bastoncelli. 
 movimenti retinomotori dei fotorecettori a cono nei vertebrati a sangue freddo.  
 affinità per il cGMP dei canali controllati dalla stimolazione luminosa. 
 sensibilità della degenerazione fotorecettoriale indotta dalla luce.  
 trascrizione dell’mRNA di Iodopsina, Melanopsina. 
 pH extracellulare e metabolismo. 
 metabolismo fosfolipidico in fotorecettori e cellule gangliari.   
 contenuto e rilascio di neurotrasmettitori come dopamina dalle cellule Amacrine e dalle 
cellule interplessiformi.  
 
I ritmi circadiani che si verificano nella retina consentono all’organismo di anticipare e adattarsi al 
cambiamento (> di un milione di volte) dell’intensità di luce durante le 24 ore, ottimizzando così la 
funzione visiva in ogni situazione [67].  
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3.3. Regolazione della sintesi della melatonina nei fotorecettori retinici 
La sintesi della melatonina si verifica principalmente nei fotorecettori e numerosi studi dimostrano 
che viene prodotta [68] in colture di cellulari di fotorecettori isolati dalla retina di Xenopus laevis  
[69] indicando che tali cellule contengono un sistema circadiano completo. L’mRNA di AANAT oltre 
ad essere stato ritrovato nei fotorecettori è stato osservato in bassi livelli anche all’interno dello 
strato nucleare e dello strato di cellule gangliari, suggerendo che anche altri tipi cellulari possono 
possedere la capacità di sintetizzare NAS, MEL e/o altre arilalchilammine acetilate [70]. Nei 
fotorecettori, il meccanismo della regolazione circadiana della produzione di melatonina e 
dell’enzima AANAT si trovano all’interno della stessa cellula. Molti studi effettuati su colture 
cellulari oculari di Xenopus laevis si sono focalizzati sul ritmo giornaliero dell’espressione e 
dell’attività di AANAT [71] indicando che, l’espressione di tale enzima segue un ritmo circadiano in 
colture sottoposte a un ciclo giornaliero luce/buio e tale ritmo persiste per almeno 3 giorni in 
colture mantenute in condizioni di buio costante, dimostrando come il ritmo di trascrizione sia 
generato attraverso un sistema circadiano intrinseco [69].  
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Cap.4. RUOLO DEL Ca2+ NELLA PRODUZIONE DI MELATONINA. 
4.1. Ruolo del calcio nell’attività di AANAT .  
Nei fotorecettori come nei pinealociti, i livelli di cAMP sono alti durante il buio e si riducono con 
l’esposizione alla luce [72]. L’incremento buio dipendente dell’attività di AANAT e della sintesi di 
melatonina richiede influsso di calcio attraverso canali voltaggio dipendenti sensibili alla 
Diidropiridina [73], i quali si ritrovano sul terminale sinaptico e sul segmento interno dei 
fotorecettori [74]. I fotorecettori risultano parzialmente depolarizzati (alti livelli di calcio) al buio e 
iperpolarizzati (bassi livelli di calcio) dalla luce [75]. La luce quindi attraverso l’iperpolarizzazione e 
l’inibizione dell’influsso di Ca2+ può mediare la soppressione dell’attività di AANAT. L’influsso di 
calcio stimola la formazione di cAMP e l’attività di AANAT, bloccato dagli inibitori dei canali del 
calcio [76], da inibitori dell’AC e della PKA [77]. Nei fotorecettori dei mammiferi le AC di tipo 1 
(AC1) e tipo 8 (AC8) sono attivate attraverso calcio/calmodulina [78] stimolando la formazione di 
cAMP e quindi l’attività di AANAT. Nei fotorecettori i livelli di calcio intracellulari possono essere 
regolati attraverso diversi tipi di canali:  
1. canali del calcio voltaggio-dipendenti (VGCC) che hanno un alta probabilità di essere aperti 
quando la membrana plasmatica è depolarizzata.   
2. canali cGMP-dipendenti (cGMP-gated cation channels), i quali hanno un’alta probabilità di 
apertura nel buio [79].  
3.  canali ILOT (long-opening time cation channel) espressi sia nei pinealociti di pulcino sia 
sulle membrane fotorecettoriali [80]. 
 
Sia i canali GMP-dipendenti sia ILOT sono regolati in modo circadiano. 
 
4.2. VGCC e il Gene Cacna2d4  
I canali del calcio voltaggio dipendenti (Voltage-gated calcium channels VGCC) in accordo con le 
loro caratteristiche funzionali e molecolari sono classificati in tre sottofamiglie Cav1, Cav2 e Cav3 
[81]. Nelle cellule nervose, i VGCC delle sottofamiglie Cav1 e Cav2 sono complessi proteici 
eteromerici composti dalla subunità α1 che forma il poro e dalle subunità eccessorie α2δ e β, le 
quali regolano la stabilità e/o il veicolamento della sub unità α1 [82].  
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Quattro geni (Cacna2d1-4) codificano per proteine α2δ, anche se esistono alcune varianti tessuto 
specifiche che ne aumentano la complessità [83]. Attraverso un’analogia con α2δ-1, si pensa che 
tutti i trascritti dei geni Cacna2d1-4 sono tradotti in un polipeptide che viene tagliato post-
trascrizionalmente nelle porzioni α2 e δ legate tra loro da ponti di solfuro [84]. La porzione α2 è 
extracellulare e incorpora un dominio A del fattore di von Willebrand (VWA) [85], il quale include 
un sito di adesione metallo dipendente (MIDAS) [86] necessario per il veicolamento verso specifici 
compartimenti subcellulari e per la stabilità di VGCC [87]. (Fig. 14) La subunità δ è considerata 
importante per la modulazione dell’attivazione/inattivazione dei VGCC [88]. 
 
 
 
Figura 14. Rappresentazione strutturale dei canali VGCC. 
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Figura 15. Sequenza amminoacidica della subunità α2δ. 
 
Sono state riportate mutazioni non senso su Cacna2d2 e Cacna2d4 (Fig. 15). La mutazione 
Cacna2d2 codifica per una proteina α2δ-2 troncata e gli effetti di tale mutazione sono stati studiati 
in due diversi fenotipi. Nei topi Ducky la mutazione sembra essere responsabile di una 
compromessa funzione cellulare delle cellule cerebellari del Purkinje e dell’espressione genica 
associate allo sviluppo di epilessia e atassia [89], mentre nei topi Entla sembra causare sterilità 
delle femmine con una distrofia dell’utero [90]. Nei topi C57BL/10, la mutazione c.2451insC 
nell’esone 25 di Cacnad2d4 causa una taglio prematuro prima della porzione δ, con una risposta 
alterata dell’elettroretinogramma (ERG), una disorganizzazione delle terminazioni sinaptiche dei 
bastoncelli e una lieve riduzione nel numero delle cellule [91]. Recentemente, un saggio di 
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immunomarcatura per α2δ-4 ha evidenziato la loro localizzazione presinaptica a livello delle 
sinapsi a nastro dei bastoncelli fotorecettoriali [92], suggerendo che le mutazioni Cacnad2d4 
influenzano l’apertura e/o il veicolamento dei canali VGCC coinvolti nel funzionamento e nella 
stabilizzazione sinaptica. Tuttavia ad oggi è poco chiaro come la mutazione può influenzare le 
risposte luce-dipendenti generate a livello del segmento esterno dei fotorecettori. Sebbene le 
subunità accessorie non siano in grado di formare canali funzionanti in assenza della subunità α1, 
si pensa che esse abbiano ruoli ausiliari limitati alla modulazione VGCC [93]. Tuttavia i meccanismi 
molecolari coinvolti in un meccanismo α1-independente a valle di α2δ non è stato ancora 
identificato e il loro ruolo nelle canalopatie α2δ non é mai stato identificato.  
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Cap.5. RECETTORI  MELATONINERGICI 
La localizzazione e la caratterizzazione farmacologica dei siti di legame della melatonina sono state 
identificate solo nel 1987 attraverso l’uso di ligandi radio marcati, in particolare utilizzando la 2-
125I–iodio melatonina[94] . Tali studi hanno rivelato l’esistenza di due tipi di siti legame:  
1. quelli ad alta affinità, con costante di dissociazione KD nel range 20–200 pM,  
2. quelli a bassa affinità, con un valore di KD con range nanomolare [94]. 
 
Solo i siti ad alta affinità sono stati caratterizzati come veri e propri recettori (MEL-R), i loro geni 
sono stati clonati e attualmente ne sono stati caratterizzati tre tipi:  
 MT1(Mel1a), è presente in tutti i vertebrati, principalmente a livello cerebrale. Nell’uomo 
l’mRNA di MT1 è stato localizzato nel nucleo soprachiasmatico (SCN), nel cervelletto, nella 
corteccia cerebrale, nel talamo,  nell’ippocampo e nella retina, nelle pareti di alcune arterie 
cerebrali e nelle cellule linfoidi. Nella retina di ratto e cavia, MT1 è stato localizzato nello 
strato plessiforme esterno, nelle cellule gangliari, nelle cellule orizzontali e nelle amacrine, 
ma non nei fotorecettori, al contrario nella retina umana i recettori MT1 sono espressi 
anche a livello dei fotorecettori [95]. 
 MT2 (Mel1b),è presente in tutti i vertebrati, principalmente nella retina. Nell’ uomo l’mRNA 
di MT2 è stato localizzato  nella retina e nell’ippocampo, nel SCN e nel cervelletto, ed 
inoltre nelle pareti di alcune arterie cerebrali e nelle cellule linfoidi [96]. Mel1c, è stato 
identificato nel pesce zebra (Danio rerio), nell’anuro Xenopus laevis, nel pollo e in altri 
vertebrati, ma non nei mammiferi.  
 
 5.1. Siti ad alta affinità: MT1 E MT2  
MT1 e MT2 sono costituiti rispettivamente da 350 e 362 amminoacidi,con un peso molecolare di 
circa 39–40 kD [97]. Sono classici recettori con sette domini trans-membrana accoppiati a proteine 
trimeriche Gi (tipo inibitorio dell’adenilato ciclasi), costituite dalla subunità α, β e γ. L’attivazione 
del recettore promuove la dissociazione della subunità  α dal dimero βγ, tali unità dissociate 
interagiscono con vari effettori molecolari coinvolti nella traduzione del segnale, quali: Adenilato 
Ciclasi, Fosfolipasi C, Fosfolipasi A2, Canali del potassio, Guanilil Ciclasi e Canali del Calcio. 
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 Questo meccanismo porta a: 
 Inibizione dell’attività dell’ Adenilato Ciclasi (AC), con diminuzione del cAMP intracellulare. 
 aumento della concentrazione di Inositolo trifosfato IP3, Diacilglicerolo (DAG),Ca2+ e cGMP 
[98].  
 Aumento della fosforilazione di CRE (cAMP response element)  
 Aumento dell’ attività della Proteinchinasi C (PKC) dipendente da Ca2+ e/o DAG 
 
 
 
Figura 16. La tabella rappresenta le funzioni dei recettori MT1, MT2, MT3 all’interno del sistema nervoso centrale e 
nei tessuti periferici. Le frecce continue rappresentano gli effetti diretti, le frecce discontinue gli effetti indiretti della 
melatonina nei tessuti specifici. All’interno dei “box” le frecce rappresentano l’incremento(↑)o il decremento(↓) di 
una particolare funzione. GnRH (Ormone rilasciante le gonadotropine), LH (Ormone luteinizzante), FSH (Ormone 
follicolo stimolante), PRL (Prolattina), PGE (Prostaglandina E), IL-2 (Interleuchina 2), KLH IgG (Siero Anti-keyhole IgG). 
  
 35 
 
Effetti dell’attivazione del recettore MT1 su: 
 SNC: inibizione neuronale del nucleo soprachiasmatico.  
 IPOTALAMO: diminuisce il rilascio di GnRH (Ormone Rilasciante Gonadotropine) e di LH (Ormone 
Luteinizzante). 
 IPOFISI: Inibisce il rilascio di LH (Ormone Luteinizzante), FSH (Ormone Follicolo Stimolante) e PRL 
(Prolattina) dalla pars tuberalis dell’adenoipofisi. 
 GHIANDOLA SURRENALE: diminuzione del rilascio  di cortisolo. 
 SISTEMA CARDIOVASCOLARE:  induce vasocostrizione. 
 TESTICOLI: diminuisce rilascio Progesterone determinando negli ungulati e nei roditori una riduzione 
della massa testicolare e della spermatogenesi.  
 METABOLISMO: diminuisce il rilascio di Insulina e Leptina. 
 SISTEMA IMMUNITARIO: diminuisce l’effetto inibitorio di PGR (Prostaglandina 2) su IL-2 
(Interleuchina 2).  
 CELLULE TUMORALI:  ne inibisce la proliferazione.  
 
Effetti dell’attivazione del recettore MT2 su: 
 SNC: provoca uno ritardo di fase del ritmo circadiano generato dal nucleo soprachiamatico 
dell’ipotalamo.   
 IPOTALAMO: diminuisce il rilascio di GNRH (ormone rilasciante gonadotropine). 
 RETINA: inibisce il rilascio di dopamina.  
 SISTEMA CARDIOVASCOLARE: induce vasodilatazione.  
 SISTEMA IMMUNITARIO: aumenta la proliferazione degli splenociti. Aumenta i livelli di Anti-KLH 
GCD2 (Keyhole limpet Hemocyanin) IgG. Inibisce il Rolling Leucocitario nel processo di 
estravasazione. 
 CELLULE TUMORALI: Inibisce la proliferazione delle cellule JAr (linee cellulari di carcinoma). (Fig. 16)  
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5.2. Sito a bassa affinità: Chinone Reduttasi 
 La melatonina e l’N-acetilserotonina possono agire anche attraverso un sito di legame MT3 che 
non è un recettore accoppiato alle proteine G ma è stato provvisoriamente identificato come una 
Chinone Reduttasi 2 (QR2) sensibile alla melatonina. MT3 è un enzima citosolico [99] ha una alta 
affinità per NAS rispetto a MEL [100], ed è stato identificato nei mammiferi in vari tessuti, tra cui il 
cervello e la retina [99]. La localizzazione di MT3 nell’occhio non è stata ancora studiata, ma è 
stato riportato un pseudo ligando, la 5 metossi-carbonilammino-N-acetil-triptamina la quale è in 
grado di ridurre la pressione intraoculare  nel coniglio e nella scimmia [101]. 
5.3. Recettori Nucleari  
Oltre che ai siti a ad alta e bassa affinità sono stati identificati anche recettori nucleari RORα e 
RORβ ai quali MEL riesce a legarsi. Sia RORα che RORβ appartenenti alla famiglia dei recettori 
orfani correlati a quello dell’acido retinoico (RAR) mostrano un certa variabilità tessuto specifica, 
RORα è stato isolato dalla retina e dal testicolo di uomo, mentre RORβ dall’encefalo di ratto [102]. 
La presenza di questi recettori è supportata dall’ipotesi che la melatonina abbia un effetto diretto 
sull’attivazione dei geni nei tessuti coinvolti nella regolazione dei ritmi circadiani con effetti a 
lungo termine, anche se ad oggi non si conosce esattamente il loro specifico significato funzionale.  
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Cap.6. RUOLI DELLA MELATONINA  
La melatonina, essendo prodotta con un ritmo circadiano e venendo rilasciata maggiormente 
durante la notte, sembra avere un ruolo chiave nel controllare i cambiamenti stagionali e 
circadiani dell’organismo [103].  
6.1. Regolazione dei ritmi stagionali  
Il nucleo soprachiasmatico (SCN), oscillatore circadiano ipotalamico, è il centro di integrazione 
delle variazioni annuali del fotoperiodo. La variazione stagionale nella durata del periodo di buio 
(scotoperiodo) induce il cambiamento della secrezione della melatonina, la quale  risulta essere 
maggiore in inverno e minore in estate [104]. Diverse strutture neurali sono state identificate 
come “Target” per l’effetto della melatonina sulle funzioni stagionali ad es. la pars tuberalis (PT) 
dell’adenoipofisi, contenente un’alta densità dei recettori della melatonina (MEL-R), è il sito 
d’azione per la regolazione della secrezione di prolattina [105], e mostra nell’espressione dei clock 
Genes variazioni giornaliere e fotoperiodiche melatonina dipendenti [106]. A seconda della specie, 
gli stessi siti ipotalamici (SCN in alcuni roditori, ipotalamo mediobasale nel criceto siberiano e 
nell’ipotalamo premamillare della pecora) sono i “target” della melatonina per il controllo 
specifico della funzione riproduttiva [107].  
 
 
Figura 17. Effetto della melatonina sul ciclo riproduttivo di criceto. 
Infatti la melatonina inibisce la produzione delle gonadotropine controllando in questo modo il 
ritmo riproduttivo sia negli ungulati (ovini, caprini) che nei roditori (topi, ratti). (Fig. 17) Quindi ad 
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oggi la melatonina è considerata un messaggero endocrino centrale, utilizzato nelle differenti 
funzioni annuali con cicli stagionali per garantire l’adattamento e la sopravvivenza dell’individui 
nel loro ambiente.    
6.2. Regolazione dei ritmi circadiani 
Il ritmo giornaliero della secrezione della melatonina funziona da mediatore circadiano utilizzato 
attraverso l’oscillatore endogeno (SCN) per regolare le strutture target della melatonina. In più 
l’effetto cronobiotico attraverso l’azione diretta sul SCN influenza l’orologio circadiano. La MEL 
regola maggiormente il ciclo sono-veglia e nell’uomo tale proprietà cronobiotica è sfruttata per 
risincronizzare individui che mostrano un ritmo circadiano alterato. Infatti farmacologicamente 
viene utilizzata nel trattamento dei sintomi del jet-lag (stanchezza, difficoltà di concentrazione 
disturbi del sonno) o in soggetti che hanno una fase del sonno alterata a causa dell’esposizione 
notturna alla luce per motivi lavorativi, in pazienti affetti da sindromi come disturbo bipolare (DB), 
depressione e in soggetti che a causa della cecità non riescono a percepire le variazioni luce-buio 
giornaliere [108].  
6.3. Effetti autocrini e paracrini. 
Alcuni studi sull’attività della MEL nella ghiandola pineale suggeriscono che questa possa avere 
effetti autocrini e paracrini. Infatti la melatonina esogena in diversi tipi cellulari modifica vari  
parametri morfologici e biochimici quali: attività enzimatica, rilascio presinaptico di 
neurotrasmettitori, il rilascio pre e post sinaptico della serotonina [109].   
6.4. Modulazione della neurotrasmissione 
È stato proposto che la melatonina può alterare il rilascio di diversi neurotrasmettitori quali: 
dopamina, serotonina, noradrenalina, acetilcolina e quindi in grado di modulare la risposta 
postsinaptica [110] Inoltre la melatonina attraverso l’attivazione dei diversi sottotipi recettoriali, 
può modulare la funzione di alcuni tipi di recettori dell’acido gamma amminobutirrico (GABAA)  
[111] infatti alcuni effetti della melatonina esogena nell’uomo per interazione con il sistema 
GABAergico provoca un’attività sedativa, analgesica e anticonvulsivante [112]. 
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6.5. Effetti sul sistema immunitario  
Alcuni studi hanno identificato MEL-R in numerosi tessuti appartenenti al sistema immunitario: 
timo, milza, linfociti e cellule T-helper [113]. In vivo alte dosi di melatonina mostra una 
generalizzata stimolazione del sistema immunitario, essa infatti incrementa l’attività delle cellule 
T, la crescita dei linfociti, la risposta umorale, e riesce ad inibire l’involuzione età-dipendente del 
timo. In vitro la MEL incrementa l’attività delle cellule T-helper e delle cellule NK (Natural Killer), la 
produzione dell’interleuchina 2, dell’interferone gamma, e l’espressione dell’mRNA 
dell’interleuchina 1 nei monociti umani. In sintesi, molti autori sono in accordo sull’effetto 
immunostimolante della MEL,  che  agendo come un cronobiotico può essere coinvolto 
nell’organizzazione circadiana del sistema immunitario (il numero e l’attività dei linfociti T e B, e 
NK). Inoltre è stato proposto che essa può mediare cambiamenti stagionali nelle funzioni 
immunitarie, le quali aumentano durante le stagioni in cui si ha un corto fotoperiodo[114]. 
 6.6. Proprietà antiossidante e antiaging. 
L’ossigeno nel metabolismo cellulare porta alla formazione prodotti citotossici quali: radicali liberi, 
specie altamente reattive dell’ossigeno (ROS) come l’anione superossido O2
-, il radicale ossidrilico 
OH
. 
e il perossido d’idrogeno H2O2. Anche l’azoto nel metabolismo dell’azoto porta alla formazione 
di specie specie altamente reattive derivate dall’azoto sono come l’anione perossinitrito ONOO- e 
l’ossido nitrico NO. Tali prodotti sono altamente tossici e sono in grado di distruggere 
macromolecole come il DNA, i lipidi e le proteine, portando ad apoptosi cellulare. Poiché la 
melatonina è una molecola lipofila con la possibilità di diffondere all’interno del citosol cellulare e 
del nucleo, è stato ipotizzato una sua azione protettiva per le macromolecole citosoliche e nucleari 
da radicali liberi agendo come radical scavenger [115]. Infatti è stato dimostrato in vitro che alte 
dosi di melatonina (nel range del micromolare ) è in grado di neutralizzare molte di queste 
molecole citotossiche, in particolare il radicale perossilico (LOO
.). La melatonina inoltre è in grado 
di attivare enzimi antiossidanti, come la superossido dismutasi o glutatione perossidasi, inibendo 
l’enzima ossido nitrico sintetasi. Date queste caratteristiche è stato suggerito che il mantenimento 
di MEL ad alti livelli attraverso uno somministrazione esogena potrebbe rallentare i processi di 
“invecchiamento” dovuto a radicali liberi e inibizione enzimatica [116]. 
 
 40 
 
6.7. Effetti antitumorali.  
Diversi studi sia in vitro che in vivo hanno messo in evidenza l’effetto anticarcinogenico della 
melatonina sul tumore mammario estrogeno dipendente [117].  In vitro, un concentrazione di MEL 
da 1 a 100 nM induce una riduzione pari al 40-60% di cellule MCF-7 (human breast tumoral cells), 
mentre in vivo nei pazienti affetti da questo tipo di forma tumorale è stato evidenziato una 
correlazione inversa tra i livelli notturni di MEL plasmatici e il numero dei recettori estrogenici. 
Questo effetto citotossico è correlato ad un disaccoppiamento della fosforilazione ossidativa che 
porta a un alterazione morfologica e all’autofagocitosi.  
I recettori del fattore di crescita epidermico 2 (Her-2) e 4 (Her-4) sono strettamente associati con 
la progressione e la metastasi del cancro ovarico (OC). Da studi è stato riportato che la melatonina 
è in grado di modulare il sistema Her-2 nei tumori e quindi è in grado sopprimere l’incremento 
correlato dell’espressione di Her-2 del OC [118]. Alla luce di questi risultati è stato ipotizzato che la 
MEL associata a un antitumorale possa essere utile nel trattamento generalizzato del cancro, 
inoltre in sinergia con acido retinoico potrebbe ridurre la genesi del tumore mammario. 
6.8. Effetti e ruoli della melatonina nella retina 
I recettori della melatonina (MEL-R) sono presenti in molti tipi di cellule retiniche, incluso l’epitelio 
pigmentato (RPE), fotorecettori, cellule amacrine e cellule ganglionari. Tali recettori nei neuroni 
retinici e nelle cellule RPE sono accoppiati negativamente con l’adenilato ciclasi [119]  e la loro 
attivazione produce effetti sia nella retina esterna sia nella retina interna, evidenziando che la MEL 
giochi un ruolo importante come mediatore dell’adattamento al buio [120]. Inoltre, la MEL 
protegge le cellule umane dell’epitelio pigmentato dallo stress ossidativo [121].  e dall’apoptosi 
indotta da ischemia [122], attiva il rinnovo dei dischi del segmento esterno dei bastoncelli nella 
retina di Xenopus laevis e di ratti [71]., ipotizzando un coinvolgimento diretto dei  MEL-R nella 
regolazione circadiana del turnover della membrana del segmento esterno fotorecettoriale. Nella 
retina interna dei vertebrati, la melatonina inibisce il rilascio luce-dipendente della dopamina dalle 
cellule amacrine [123]  e dell’acetilcolina [124] e incrementa il rilascio di glutammato [125].   
Baba et al. hanno studiato la distribuzione dei recettori all’interno della retina, e le variazioni 
dell’elettroretinogramma sia in condizioni di bassa luce dovuta unicamente all'attività 
dei bastoncelli, sia in condizioni di visione fotopica (photopic vision), dovuta all'attività 
dei coni  quando l’illuminazione è "normale" (luce del giorno). Sempre lo stesso gruppo di ricerca 
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ha studiato la morfologia della retina sia in topi WT sia in topi che non esprimono recettori MT1. 
L’effetto della carenza dei recettori MT1 è stata valutata in topi con differente età; nei topi di 
dodici mesi si ha una riduzione significativa nel numero dei nuclei dei fotorecettori nello strato 
nucleare esterno rispetto ai WT (controllo) mentre nei topi di diciotto mesi si nota che il numero 
delle cellule gangliari è ridotta rispetto ai WT (controllo). Questi dati dimostrano che la melatonina 
e i recettori MT1 hanno un importante ruolo importante nella funzione retinica dei mammiferi e  
in patologie correlate come degenerazione retinica [126]. La melatonina è stata oggetto di studio 
anche per quanto riguarda il glaucoma, neuropatia caratterizzata da morte delle cellule gangliari 
retiniche. Gli studi condotti su topi C57BL/6 attraverso un aumento della pressione intraoculare a 
seguito di un’ischemia transiente della retina, è stato valutato l’effetto della melatonina 
somministrata per via intraperitoneale,1 ora prima, 1 ora dopo e durante l’evento ischemico. Per 
valutare la sopravvivenza delle cellule gangliari nelle retine in cui si è verificata l’ischemia è stata 
valutata l’espressione di HIF-1α (Hypoxia inducible factor 1α) e GFAP( Glial fibrillary acidic protein). 
Questo studio ha dimostrato che nei topi trattati con melatonina si ha un inibizione 
dell’espressione di HIF-1α e di GFAP e inoltre si ha una maggior sopravvivenza delle cellule 
gangliari rispetto alle retine dei topi di controllo [127].   
 
Cap.7. RUOLI DELLA N-ACETILSEROTONINA 
NAS (N-acetil-5-idrossi-triptamina) è il precursore biosintetico della melatonina attraverso una 
reazione reversibile. Diversi studi hanno messo in evidenza che NAS si ritrova in specifiche aree del 
SNC, in cui non sono presenti nè melatonina, nè serotonina. Questi dati suggeriscono un 
coinvolgimento della NAS con in diversi ruoli fisiologici con effetti antidepressivi, antiipertensivi, 
aumento delle capacità cognitive e effetti protettivi dallo stress ossidativo. Anche 
l’invecchiamento cellulare sembra essere associato a una diminuzione nella produzione di NAS ed 
è stato dimostrato che l’espressione di mRNA di Aril Alchilammino N-AcetilTransferasi (AANAT) 
nella pineale e nell’ippocampo è più bassa nei ratti anziani (24 mesi) rispetto a quelli giovani (2 
mesi). Nell’uomo, la riduzione della sintesi della NAS associata all’invecchiamento, può essere 
dovuta alla calcificazione dell’epifisi ed a un incremento di specie reattive dell’ossigeno che 
possono causare danno alle strutture cellulari. La NAS infatti è in grado di stimolare la Glutatione 
Perossidasi (enzima la cui alterazione sembra essere coinvolta nel danno ossidativo e nello 
sviluppo del cancro) e inoltre come la MEL può svolgere un’azione antiossidante non mediata da 
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recettori. NAS è infatti altamente selettiva per MT3 che è dotato di attività enzimatica 
detossificante e antiossidante. NAS ha anche ulteriori ruoli sia nei processi infiammatori (morte 
cellulare ,mutagenesi, invecchiamento, sepsi, cancro, trauma post-ischemia) che in processi 
neurodegenerativi svolgendo un effetto neuroprotettivo contro la tossicità β-Amiloide. Essa infatti 
è in grado di contrastare una produzione anomala di peptide beta-amiloide, maggior costituente 
delle placche amiloidi (senili) che sono la causa di molte malattie neurodegenerative (morbo di 
Alzheimer, di Parkinson e degenerazione retinica). La recente scoperta che NAS è un agonista di 
Fattore Neurotrofico Cellulare (BDNF) sui recettori Tirosin Kinasici (TrkB) del cervello, supporta 
ulteriormente l’ipotesi che tale molecola abbia anche un ruolo diverso da quello di “precursore” 
suggerendone una sua potenziale attività terapeutica. Infatti la stimolazione TrkB indotta da NAS 
può essere importante per il trattamento della depressione e del declino cognitivo associati all’ 
invecchiamento [128]. Recenti studi riportano che NAS è un potenziale agente neuroprotettivo in 
alcuni modelli sperimentali che presentano danno ischemico infatti Zhou et al. hanno dimostrato 
che la NAS inibisce la morte cellulare indotta da diminuzione di ossigeno e glucosio o indotta da 
H2O2 in neuroni cerebro-corticali primari, neuroni ippocampali ( in Vitro ) e colture di porzioni  
cellulari di ippocampo espiantate (ex Vivo) [129]. 
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Cap.8. SCOPO DELLA TESI  
La melatonina (MEL) ed il suo precursore N-acetil-serotonina (NAS) sono molecole dotate di 
attività antiossidante, in grado di proteggere i fotorecettori retinici dal danno ossidativo. Questo 
aspetto diventa di particolare interesse nel momento in cui il corpo umano è esposto a condizioni 
estreme, come quelle con le quali si confrontano gli astronauti durante le missioni spaziali di lunga 
durata. Molti problemi sono associati alla permanenza in ambiente a ridotta gravità (microgravità), 
che causa la perdita della massa muscolare [130], dell’osso [131], effetti avversi sull’apparato 
circolatorio agendo sulle cellule endoteliali [132] e l’alterazione della distribuzione del sangue 
all’interno del corpo, influenzando i meccanismi endocrini e riflessi che regolano l’omeostasi idrica 
e la pressione sanguigna [133]. Altri importanti rischi per la salute degli astronauti sono quelli 
legati all’esposizione alla radiazione cosmica, che diventa elevata nelle orbite basse (LEO - low 
earth orbit), che si trovano al di fuori dalla protezione sulla terra data dalla sua atmosfera e dal 
campo magnetico. Diversi studi hanno definito le proprietà e l’abbondanza relative delle particelle 
presenti all’interno delle casule Apollo [134], della MIR [135], del veicolo spaziale Skylab [136] e 
all’interno dei diversi moduli della International Space Station (ISS) [137]. Nonostante alcune 
incertezze relative all’abbondanza relativa degli ioni pesanti ad alta energia (HZE), il complesso 
delle evidenze disponibili indica che i soggetti esposti sono affetti dalla radiazione cosmica  [136] . 
Sebbene la microgravità e/o la radiazione cosmica possono avere effetti su tutti gli organi, ci sono 
ragioni per ritenere che alcuni di essi, come l’occhio, siano particolarmente sensibili ai loro effetti 
cumulativi. L’occhio è infatti privo della protezione fornita agli organi interni nei confronti della 
radiazione dalla pelle, con i suoi strati di cheratinociti  morti, o della protezione fornita dal cranio 
al cervello. Inoltre la ridistribuzione del sangue con ridotto drenaggio venoso può influenzare la 
pressione endooculare, con potenziale danno al nervo ottico. Non è quindi sorprendente che la 
prima indicazione sugli effetti della radiazione cosmica sul corpo umano sia stata fornita da Aldrin, 
il pilota del modulo lunare dell’Apollo 11 [138], il quale riferì il verificarsi di lampi di luce (LF) 
quando adattato al buio. Molti astronauti hanno successivamente riferito il verificarsi di LF quando 
adattati al buio.  Sono disponibili oggi indicazioni circa la capacità di generare LF da parte di varie 
componenti della radiazione cosmica [135] a seconda dell’energia delle particelle, i LF sono stati 
attribuiti alla stimolazione retinica da parte dei fotoni generati tramite l’effetto Cerenkov in 
risposta alle particelle che attraversano il vitreo [139] o il cristallino [140]. Di particolare rilevanza 
per la retina, l’interazione di HZE con l’acqua può generare radicali idrossilici [141] capaci di 
ossidare i lipidi polinsaturi che rivestono la rodopsina nella membrana dei dischi dei segmenti 
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esterni [142]. In modelli animali sono state fornite evidenze sperimentali, sia “in vivo” che “in 
vitro” riguardo alla perossidazione degli acidi grassi polinsaturi (PUFA) in risposta all’esposizione a 
ioni di carbonio ad alta energia attraverso la formazione intermedia di radicali idrossilici reattivi; 
inoltre, l’annichilazione di due radicali perossilici porta all’emissione di un fotone capace di indurre 
l’isomerizzazione della rodopsina [143] che a sua volta attiva la cascata trasduttiva che porta alla 
percezione di un LF da parte del soggetto.  
Secondo questo modello il fotorecettore opera come uno strumento sensibile alla luce emessa in 
risposta alla reazione innescata dalla radiazione cosmica attraverso la generazione di specie 
radicali altamente reattive, segnalando  così la presenza nell’intorno di molecole dannose. E’ però 
verosimile che la generazione di specie radicaliche reattive da parte di HZE possa verificarsi anche 
in regioni retiniche distinte rispetto ai fotorecettori, sebbene non venga avvertita a causa della 
mancanza di sensori capaci di rilevare i fotoni emessi  in risposta all’annichilazione dei radicali. In 
effetti, in topi esposti alla radiazione cosmica è stato notato un danno anatomico della retina 
interna, con un aumento dell’apoptosi e un danno neuronale a livello delle cellule amacrine e 
gangliari correlate con l’aumento di prodotti derivati dalla perossidazione lipidica e con l’aumento 
di espressione dei geni coinvolti nella risposta allo stress ossidativo e nelle vie apoptotiche 
mitocondriali [144]. L’apparente discrepanza tra il sito di origine dei LF nell’uomo (retina esterna) 
ed il sito di danno nel topo (retina interna) potrebbe essere spiegato dalla protezione dei 
bastoncelli a causa del processo di ritmica eliminazione delle componenti usurate del segmento 
esterno, che permette di rimuovere le parti apicali dei segmenti esterni danneggiate dai radicali 
generati in risposta agli HZE  [145]. 
Infine, più recentemente è arrivata l’indicazione della presenza di danni oculari negli esseri umani, 
con diagnosi di problemi oculari dovuti a ridotta acuità visiva nel 30% circa degli astronauti di 
ritorno dai voli con lo Space Shuttle e dalla ISS [146], indicando la necessità di studiare la presenza 
e l’entità del danno a livello della retina interna degli astronauti. In particolare, molti astronauti 
diventano ipermetropi a causa della ridotta lunghezza dell’occhio, problema a cui si associa un 
danno della papilla, la regione di emergenza del nervo ottico. E’ possibile che questi effetti avversi 
derivino dall’esposizione a lungo termine dell’occhio alla microgravità [133]. Tuttavia, non c’è una 
diretta evidenza, che questi effetti avversi  sugli occhi derivino da un danno della microgravità sul 
nervo ottico, ma piuttosto da un danno retinico causato dalla radiazione cosmica.   
Stabilendo i fattori critici che influenzano gli occhi, ovvero radiazione cosmica vs microgravità 
contribuirà a elaborare contromisure adeguate volte a prevenire problemi di vista che possono 
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compromettere l'esito del volo spaziale con equipaggio umano a lungo termine per lo spazio 
esterno. 
Allo scopo di risolvere il ruolo relativo della microgravità rispetto a quello della radiazione cosmica 
un possibile approccio è quello di sottoporre allo stesso tipo di irraggiamento la retina isolata, 
privando in tal modo la struttura degli effetti derivanti dagli squilibri emodinamici in maniera da 
evidenziare quelli derivanti dalla radiazione cosmica. La retina isolata offre al riguardo una 
migliore alternativa alle cellule isolate in coltura, dal momento che è noto che le risposte delle 
cellule isolate non riproducono quelle delle strutture tridimensionali. Lo sviluppo di condizioni di 
coltura appropriate per le retine offre inoltre la prospettiva di poter essere sviluppata in futuro per 
retine umane generate “in vitro”, grazie alle tecnologie basate su cellule staminali inducibili. 
Questo approccio, in prospettiva, consente di ipotizzare lo sviluppo di retine dagli stessi astronauti 
sottoposti alla radiazione cosmica, in modo da poter correlare gli effetti avversi oculari con il 
danno molecolare a livello di specifici neuroni retinici.  
Un aspetto importante della percezione dei LF è la loro variabilità interindividuale. Mentre alcuni 
astronauti sono estremamente sensibili a tale fenomeno, in altri casi la sensibilità è estremamente 
ridotta. Considerato il ruolo della generazione delle specie radicali che nella generazione dei LF, è 
possibile che tale variabilità percettiva rifletta differenze interindividuali nei livelli di antiossidanti 
endogeni. Al riguardo è importante considerare che la MEL ed il suo precursore NAS sono 
entrambe dotate di capacità antiossidante ed inoltre che il gene Hiomt, che codifica per l’ultimo 
passaggio nella biosintesi della MEL è soggetto ad una sostanziale variabilità genetica. Hiomt è 
infatti posizionato a livello della regione pseudoautosomica (PAR) del gene X (Filatov and Gerrard, 
2003), che venendo utilizzata per il crossing-over meiotico è soggetta ad una frequenza di 
ricombinazione più elevata rispetto ad altri geni, con una maggiore frequenza di mutazioni. La 
variabilità genetica di Hiomt è stata analizzata in diversi studi, tesi a correlare determinate 
mutazioni con la probabilità di sviluppare tratti neurologici o psichiatrici [29].  
Sulla base di queste considerazioni è risultato interessante sviluppare l’analisi dei livelli di MEL e 
NAS endogeni a livello retinico, ed in particolare valutare in maniera preliminare l’effetto della 
incubazione della retina in vitro sui loro livelli. Inoltre, sulla base di risultati preliminari che 
indicavano differenze di espressione del gene Aanat in topi affetti dalla mutazione della subunità 
accessoria dei canali del calcio (VGCC) Cacna2d4, abbiamo sviluppato tale confronto anche tra 
animali WT e animali omozigoti per tale mutazione.  
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I due principali obiettivi dello studio sono stati quindi: 
1) valutare l’effetto delle condizioni di coltura sulla produzione di MEL e NAS; 
2) valutare l’effetto della mutazione sulla produzione di MEL e NAS 
 
La capacità di rispondere a queste domande determinerà la possibilità di sviluppare le misure di 
MEL e NAS rilasciate nel mezzo di coltura come indice sensibile del grado di vitalità della retina in 
coltura, anche in considerazione che la produzione di MEL è ritmica anche nella retina. 
Inoltre la valutazione delle diverse capacità di produzione di MEL e NAS consentirà di disporre di 
modelli per valutare il grado di protezione offerto da un sistema antiossidante endogeno, ed 
eventualmente dei diversi livelli di protezione ottenuti modulandone la sintesi endogena. 
Al fine di raggiungere tali obiettivi di questo lavoro di tesi è stato incentrato nello sviluppo di una 
metodica analitica rapida ed affidabile per la determinazione quali-quantitativa della MEL e della 
NAS nella retina di topo ed in particolare su tre differenti ceppi di topi: C57BL/6, C57BL/10XAJ  
variante Wild Type e C57BL/10XAJ variante con mutazione sul gene Cacna2d4. 
In particolare il ceppo C57BL/6 è incapace di produrre sia melatonina che il suo precursore, 
mentre i topi Cacna2d4 presentano una mutazione genetica che porta a una iperespressione di 
MEL.  
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Cap.9. DETERMINAZIONE DELLA MELATONINA E DELLA N-ACETIL-SEROTONINA 
In letteratura, la determinazione della melatonina (MEL) e della N-acetil-serotonina (NAS) sono 
state condotte attraverso metodi analitici, quali la cromatografia liquida (High-performance liquid 
chromatography e Ultra-performance liquid chromatography) e la gas cromatografia. In 
particolare per la determinazione quantitativa della MEL nei tessuti dei diversi animali, sono stati 
utilizzati tali apparati cromatografici accoppiati a differenti detector quali: lo spettrofotometro UV-
DAD, UV-VIS, Fluorimetro e lo spettrometro di massa. 
9.1. Determinazione attraverso Gas Cromatografia  
Attraverso questa tecnica analitica sono stati condotti studi per la determinazione di MEL e NAS 
principalmente attraverso l’utilizzo di spettrometro di massa (GC-MS). Il gruppo di ricerca di 
Simonin, nell’ambito di uno studio su l’identificazione di un nuovo potenziale agonista (S20098 
analogo naftalenico della MEL) dei recettori melatoninergici, ha sviluppato una metodica GC-MS 
per la quantificazione della melatonina in campioni biologici di plasma e saliva umana in 
alternativa, alla metodica LC-RIA la quale si è dimostrata poco sensibile e di difficile applicazione 
vista la carenza commerciale di anticorpi altamente specifici per la melatonina [147]. Il metodo 
una volta validato, è stato utilizzato per la determinazione della concentrazione della melatonina 
endogena in soggetti trattati con il composto S20098 per ottenere i dati farmacodinamici.  
La melatonina, è molto spesso utilizzata in associazione a tale vitamina, poiché tale formulazione 
ha un effetto sinergico nel trattamento di tali disturbi. A tal proposito Nùnez-Vergara et al. hanno 
sviluppato un metodo GC-MS che fosse in grado di determinare simultaneamente la melatonina e 
la piridossina (Vit. B6) in diverse formulazioni farmaceutiche ed in particolare compresse, utilizzate 
nel trattamento del jet-lag o altri disturbi del sonno [148].  
In studi sulla potenziale attività antiossidante della melatonina, l’applicazione di metodiche GC-MS 
ha portato all’identificazione di MEL, dei suoi precursori e di alcuni metaboliti ad essa correlata 
nell’urina di topo [149], di ratto [150] e nel fegato di ratto [151]. Inoltre grazie a tale tecnica la 
MEL è stata identificata in diversi cibi soprattutto di origine vegetale come il pomodoro 
(Lycopresicon esculentum) [152]. Per un’accurata determinazione quantitativa delle Indolammine, 
generalmente questo tipo di tecnica richiede, un appropriata procedura di derivatizzazione per 
portare ad un’adeguata pressione di vapore degli analiti oltre che l’utilizzo di Standard interno 
deuterati per la valutazione quantitativa. La reazione di derivatizzazione generalmente viene 
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effettuata: con agenti silanizzanti per formare trimetil-silil-derivati (TMS-Der), con 
eptafluorobutirril-imidazolo per formare dieptafluorobutirril derivati (HFB-Der) [153], con Anidride 
pentafluoroproprionica (PFPA) per formare pentafluoroproprionil derivati (PFP-Der) [150] o 
derivati spiro-ciclici [147]. Inoltre come derivatizzante per derivati indolamminici sono utilizzati 
anche la N-metil-N,N-trimetilsililtrifluoroacetoammide (MSTFA) [148] o etilcloroformiato per 
ottenere derivati etossicarbonilici [150].   
9.2. Determinazione attraverso cromatografia liquida  
Un’altra tecnica utilizza per la determinazione di MEL e NAS è quella della cromatografia liquida. I 
sistemi HPLC consentono un’alta risoluzione e una buona sensibilità per l’analisi quali-quantitative 
di numerose ammine biogene e indolammine e i rivelatori più comunemente usati sono UV-VIS, 
UV-DAD, FL, EC, MS.  
Nell’ambito di studi sulla biosintesi e sul metabolismo della melatonina sono state sviluppate 
metodiche HPLC-UV che hanno permesso di determinare la MEL in diverse matrici come: plasma 
umano [154], intestino di ratto [155] e anche in alcuni cibi di origine vegetale. A tal proposito la 
MEL è stata determinata in chicchi di caffè delle specie Coffea arabica e  Coffea canephora 
attraverso analisi HPLC-UV-DAD e HPLC-MS [156]. Un lavoro interessante nel campo vegetale è 
stato quello effettuato da Mukherjee et al. per valutare diverse indolammine, in particolare 
serotonina e melatonina per la regolazione della crescita di piante di girasole. Infatti utilizzando 
una metodica HPLC-PDA è stato dimostrato che in condizioni di stress indotto da NaCl si ha un 
maggior accumulo di MEL e 5-HT sia nelle radici che nei cotiledoni, suggerendo un possibile ruolo 
di entrambi i composti nella regolazione della crescita delle radici [157]. Nell’ambito di uno studio 
sull’analisi quantitativa della melatonina in cibi di origine vegetale, attraverso l’utilizzo di un 
detector elettrochimico (EC) è stato possibile determinarne i livelli (pg/g e ng/g) nelle noci, nelle 
mandorle, nei semi di girasole e nella senape bianca e nera [152]. Sempre con questo tipo di 
detector sono stati determinati i livelli di melatonina nel midollo osseo di ratto attraverso la 
valutazione  dell’attività enzimatica di AANAT e HIOMT [158]. 
La struttura indolica della melatonina, conferisce alla molecola proprietà fluorescenti. Numerosi 
studi hanno sfruttato questa caratteristica per determinare il contenuto dei derivati indolamminici 
in numerosi tessuti attraverso l’utilizzo di un detector a Fluorescenza. In studi biochimici, con lo 
scopo di valutare la quantità di melatonina totale e libera (non legata alle proteine) nel plasma 
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umano e nel fluido cerebrospinale (CSF), Rizzo et al. [159] e in maniera analoga Munoz J.L.P. et al. 
hanno sviluppato una metodica routinaria HPLC-FL anche per la determinazione della melatonina 
in altri tessuti quali bile e intestino di trota [160]. Sempre attraverso l’uso di un apparato HPLC-FL 
lo stesso gruppo di ricerca ha valutato l’espressione tissutale della MEL nel polpo Octopus Vulgaris. 
I risultati di tale studio hanno evidenziato alti livelli di melatonina sono stati ritrovati nella retina, 
nei gangli cerebrali, nel lobo ottico e nell’emolinfa. Inoltre gli stessi autori hanno osservato la 
variazione circadiana della sua produzione e del suo metabolismo in relazione alla serotonina e 
all’acido 5-idrossi-indol acetico [161]. Metodiche analoghe hanno permesso di valutare anche 
l’attività degli enzimi coinvolti nel pathway biosintetico della melatonina, sia nelle ghiandole 
pineali di ratto e topo [162], che nel cristallino di coniglio [163]. Nell’ambito di uno studio sulla 
lampreda di mare Petromyzon marinus Wang et al. hanno sviluppato e comparato una metodica 
HPLC-FL con una metodica UPLC-MS-MS per la determinazione delle diverse indolammine biogene 
e dei loro metaboliti nel plasma. Per validare le due metodiche cromatografiche è stato valutato il 
recupero dalla matrice attraverso due metodiche di estrazione liquido-liquido e liquido-solido 
(SPE). La linearità risulta nel range di 0.2-50 ng/ml con LODMEL 0.04 ng/ml e LOQMEL 0.12 ng/ml 
LOD5-HT 0.05 ng/ml LOQ5-HT 0.16 ng/ml per HPLC-FL di LODMEL 0.003 ng/ml e LOQMEL 0.0083 ng/ml 
LOD5-HT  0.006 ng/ml LOQ5-HT  0.020 ng/ml per  UPLC-MS-MS [164]. 
Come detto precedentemente la melatonina è presente sia negli animali sia nelle piante e poiché 
è stato ampiamente dimostrato che la sua funzione antiossidante, è stato ipotizzato che tale 
attività sia utile per proteggere proteggere i sistemi biologici dallo stress ossidativo intrinseco e 
ambientale. A tale scopo Chen et al. attraverso una metodica HPLC-FL-MS hanno dimostrato la 
presenza di melatonina in sessantaquattro specie di piante comunemente utilizzate nella medicina 
popolare tra cento erbe medicinali prese in considerazione [165]. 
Per quanto riguarda la determinazione di MEL e NAS in matrice retinica sono state utilizzate 
metodiche in cromatografia liquida che prevedevano un rivelatore elettrochimico o spettrometro 
di massa. Per lo sviluppo della metodica analitica oggetto di questo lavoro di tesi, dopo ampia 
valutazione della produzione scientifica internazionale l’attenzione è stata focalizzata su 
procedure condotte in cromatografia liquida in relazione alle quantità attese degli analiti nella 
matrice retinica e alla possibile applicabilità per lo studio sui ceppi di topi di  C57BL/6, 
C57BL/10XA/J variante WT e variante mutante (MUT) Cacna2d4. A tal proposito sono state prese 
in considerazione le metodiche sviluppate da Zagajewski, da Masanori e da Wang. 
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La metodica validata Zagajewski J. è stata applicata per la determinazione di sei metaboliti dell’L-
Triptofano quali: 5-idrossitriptamina o serotonina, 5-idrossitriptofano, chinurenina, acido 
antranilico, acido 3-indol acetico e melatonina nel siero di ratto. Per quanto riguarda L-Triptofano 
e chinurenina sono stati analizzati attraverso HPLC-UV, mentre gli altri attraverso HPLC-FL. La 
colonna cromatografica utilizzata è stata una Nucleosil Supelco C18 5µm 250X4.6 mm e come  
eluente una miscela costituita da una fase A: (acqua/0.1% TFA) e una fase B: (metanolo/0.1% TFA ) 
attraverso una eluizione in gradiente con un flusso di 1 ml/min. 
La melatonina è stata quantificata fluorimetricamente (λecc.295; λem.339) con valori di LOD di  1,7 
pmol/ml e LOQ di 3 pmol/ml [155]. 
Nell’ambito di uno studio comportamentale Wang et al. hanno sviluppato una metodica che è 
stata utilizzata per la determinazione di Triptamina, Acido 5-idrossi-indol acetico, 5-idrossi-
triptamina e melatonina nel plasma della lampreda di mare. Per le analisi HPLC-FL (λecc.285; λ
em.345) è stata utilizzata, con eluizione in gradiente, una miscela eluente composta da una fase A: 
Tampone ammonio acetato a pH 3.5 e una fase B: Acetonitrile. La colonna impiegata è stata una 
Discovery HS F5 (150 mmX4.6 mm) 5 µm ad un flusso di 1,5 ml/min. Per la MEL il valore di LOD è di 
0.04 ng/ml e LOQ di 0.12 ng/ml [164]. 
Sempre attraverso una determinazione fluorimetrica ( λ ecc.285; λ em.340) Masanori e 
collaboratori hanno valutato l’attività enzimatica di HIOMT nella ghiandola pineale di ratto 
attraverso la determinazione di melatonina prodotta. In questo caso la fase mobile utilizzata è 
stata una miscela di Ammonio Acetato 0.05 M con 30 % MeOH (v/v) a pH 4.3 con un eluizione 
isocratica utilizzando un flusso di 0,7 ml/min a 25 °C e una colonna Superiox ODS S-5 µm (150x4,6 
mm ). Il valore di LOD espresso per la melatonina è stato di 150 fmol/ml [166]  
Lo stesso autore nell’ambito di uno studio relativo all’attività degli enzimi AANAT e HIOMT nel 
cristallino del coniglio ha sviluppato una nuova metodica per la determinazione di MEL e NAS in 
HPLC-FL (λecc. 285; λem. 360) utilizzando una miscela eluente binaria formata da Acido Fosforico 
50 mM con 30% MeOH (v/v) e 0.65 mM di Sodiooctilsolfonato a pH 3.5. La colonna utilizzata 
Superiox ODS S-5 µm (150x4,6 mm), ad un flusso di 1 ml/min a 30 °C.  
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9.3. Metodi di estrazione di MEL e NAS 
Alla tecnica analitico strumentale è sempre associata una fase di purificazione preliminare del 
campione (fase estrattiva) al fine di ottenere campioni con minor interferenti analitici. Il 
“workflow” delle analisi dei prodotti in matrici complesse è caratterizzato da tre passaggi 
importanti. 
 
 
 
L’utilizzo di campioni purificati presenta numerosi vantaggi quali: 
 Elimina l’effetto matrice che può portare a coeluizione di componenti del campione che si 
sovrappongono al picco dell’analita. 
 Migliora i limiti di sensibilità 
 Risultati più riproducibili 
 Metodi risultano più robusti e poco influenzati dalla matrice 
 
Per quanto riguarda le tecniche estrattive applicate a matrici come tessuti e fluidi biologici, quella 
più utilizzata è l’estrazione su fase solida attraverso supporti SPE (Solid Phase extraction). Questo 
metodo di estrazione prevede una fase di adsorbimento e di una fase di desorbimento e si basa su 
due strategie principali (Fig. 18-19):  
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STRATEGIA PASS-THROUGH 
 
Figura 18. Strategia di estrazione Pass Through 
STRATEGIA RITENZIONE-CLEAN-UP-ELUIZIONE 
 
Figura 19. Strategia di Ritenzione-Clean-up-Eluizione  
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L’efficacia del metodo di estrazione è determinata principalmente dalla struttura chimica degli 
adsorbenti (materiali di impaccamento), dalla composizione della miscela eluente e dalle loro 
interazioni con analiti e/o matrici. (Fig. 20) Le colonne solitamente vengono condizionate prima 
dell’utilizzo, con acqua e solvente organico per rimuovere eventuali monomeri liberi intrappolati 
all’interno dei pori durante il processo di produzione. 
 
 
Figura 20. Interazioni tra solventi, matrice, analiti,sorbenti 
Per la determinazione della melatonina in letteratura sono descritte diverse procedure che hanno 
lo scopo di concentrare ed eliminare le interferenze dal campione. Le procedure più 
comunemente utilizzate prevedono l’uso di solventi come diclorometano, cloroformio, e 
metanolo. Il gruppo di ricerca di Munoz et al. per incrementare l’accuratezza dell’estrazione ha 
utilizzato cloroformio con un lavaggio intermedio della fase organica con NaOH 0.1 N con un 
recupero per la MEL valutato in campioni di plasma tra 86-98% [160]. Numerosi studi hanno 
dimostrato l’efficacia per l’estrazione di melatonina utilizzando SPE del tipo Sep-PaK a fase inversa 
C18 e di tipo Oasis HLB. Un buon recupero della melatonina di campioni non deproteinizzati di 
plasma e da liquido cerebrospinale, è stato ottenuto da Rizzo et al con SPE Varian Chem-Elut 1001 
In questo caso il recupero della melatonina per i campioni non deproteinizzati era del 99.9±4%  
[159]. 
 55 
 
Il copolimero HLB presenta delle caratteristiche molto particolari. Infatti è un sorbente a fase 
inversa con bilancio idrofilo-lipofilo per diversi tipi di composti (polari e lipofili) e relativi metaboliti 
polari). Il polimero, non contiene silice ed  è composto da divinilbenzene responsabile delle 
interazioni idrofobiche e N-vinilpirrolidone responsabile delle interazioni polari. (Fig.21) Questo 
polimero è stabile in un range di pH da 1-14.    
 
 
Figura 21. Copolimero HLB 
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Cap.10. SVILUPPO DEL METODO 
Per lo sviluppo del metodo, inizialmente sono state prese in considerazione le caratteristiche 
chimico fisiche degli analiti in oggetto (MEL e NAS), i quali risultano poco solubili sia in H2O che in 
ACN mentre la solubilità risulta abbastanza buona in MeOH. Tali analiti sono delle ammine 
biogene cicliche con basse caratteristiche basiche, quindi al fine di valutare i loro profili 
cromatografici in relazione ai principali parametri quali, miscela eluente e fase fissa, è stata scelta 
come prima metodica di riferimento quella descritta da Zagajewski et al. la quale prevede un 
eluizione in gradiente utilizzando come fase mobile H2O/0.1% di TFA e metanolo/0.1% di TFA. 
Seguendo tale procedura sono stati effettuati diversi esperimenti attraverso varie modifiche nella 
composizione della miscela eluente. Quindi sono stati analizzati standard puri utilizzando una 
colonna Phenomenex Gemini C18 250x4.6 5 µm e come rivelatore un apparecchio UV-DAD, al fine 
di valutare le migliori condizioni di separazione, tempi di ritenzione e lunghezza d’onda ottimale 
(Fig. 22-23). 
 
 
Figura 22-Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di MEL (Tr 50.081) 
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Figura 23. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di NAS (Tr 49.855) 
 
Successivamente gli esperimenti sono stati condotti sia in gradiente di eluizione che in modalità 
isocratica, utilizzando una miscela eluente composta da Fase A: MeOH/HCOOH 0.1% e Fase B: 
H2O/HCOOH 0.1%. Attraverso tali condizioni l’identificazione del picco corrispondente alla NAS era 
poco risolto quindi in seguito, nelle stesse condizioni la fase organica è stata sostituita con 
acetonitrile (Fase A: ACN/HCOOH 0.1%). Le analisi sono state effettuate con il seguente 
“gradiente”: 
TEMPO FLUSSO Fase A%( H2O/HCOOH 0.1%) Fase B% (ACN/HCOOH 0.1%) 
INIZIALE 0,6 ml/min 70 30 
10.00 0,6 ml/min 70 30 
20.00 0,6 ml/min 50 50 
35.00 0,6 ml/min 20 80 
 
Attraverso tale modifica la risoluzione cromatografica per entrambi gli analiti con tempi di 
ritenzione analoghi (NAS: Tr=49.9 min MEL: Tr=50.8 min).(Fig 24 A-24 B)  
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Figura 24 A. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di MEL (Tr 50.104) 
 
Figura 24 B. Cromatogramma ottenuto dall’analisi una soluzione standard di NAS (Tr 49.859) 
Per la determinazione della MEL e della NAS le colonne più utilizzate presentano la componente 
stazionaria a fase inversa con particelle sferiche di diametro 5 µm e una fase mobile binaria 
composta da Acetonitrile-Acqua o Metanolo-Acqua con diverse percentuali di componente 
10 20 30 40 50 60
Minutes
-0.6
-0.5
0.0
0.5
1.0
1.5
AU
4
.4
3
2
5
.9
8
1
1
1
.0
7
7
2
6
.2
9
9
2
7
.2
1
3
4
8
.7
0
7
5
0
.1
0
4
10 20 30 40 50 60
Minutes
-0.6
-0.5
0.0
0.5
1.0
1.5
AU
4
.3
5
2
6
.0
0
8
1
6
.4
2
4
1
8
.7
3
3
1
9
.8
8
0
2
6
.1
8
4
4
9
.8
5
9
 59 
 
organica. Inoltre, poiché tali analiti risultano essere composti debolmente basici la fase acquosa 
viene resa acida attraverso l’utilizzo di acidi organici (acido formico o acido trifluoroacetico) o 
appropriati tamponi acidi. Quindi al fine di migliorare la risoluzione sono stati condotti esperimenti 
utilizzando diversi tipi di fase fissa (colonna) con caratteristiche del particolato interno di diversa 
natura e lunghezza. Ed in particolare sono state testate: 
Phenomenex Gemini C18 250x4.6 mm I.D. 5µm 
Supelcosil LC-ABZ 150x4.6 mm I.D. 5µm 
Supelcosil LC-8 250x4.6 mm I.D. 5 µm 
Agilent  ZORBAX Eclipse XDB C8 150x4.6 mm I.D. 3.5µm 
Phenomenex Luna C18 150x4.6 I.D. 5µm(vecchia) 
Varian Inertsil 5 ODS-2 250x4.6 mm I.D. 5µm 
Thermo BDS Hypersil C18 250x4.6 mm I.D. 5µm 
Phenomenex Luna HILIC 200A 250x4.6 mm I.D. 5µm 
Brownlee Amino Spheri NH2 250x4.6 mm I.D. 5 µm 
Cromolith RP-18e 100x4.6 mm I.D. 5µm 
Supelco Hypersil Silica 150x4.6 mm I.D. 5µm 
Phenomenex Luna C18 150x4.6 mm I.D. 3µm 
 Phenomenex Luna C18 150x4.6 mm I.D. 5µm 
Phenomenex Kinetex HILIC 100A 100x4.6 mm I.D. 2,.6µm 
Phenomenex Pheny-Hexyl 150x4.6 mm I.D. 5µm 
Attraverso tali colonne sono stati condotti molteplici esperimenti variando la fase mobile: H2O 
neutra, tampone fosfato di sodio (pH=3), tampone tris HCl (pH=8), tampone formiato d’ammonio 
a vari pH (pH=3-4-5-8), tampone acetato di sodio (pH=4); la composizione del gradiente e il flusso 
di eluizione.   
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I risultati più significativi sono stati ottenuti con le seguenti colonne e le seguenti metodiche di 
eluizione:  
 
1. Supelcosil LC-ABZ 150x4.6 5µm, rivelazione UV @260 secondo lo schema di eluizione 
riportato sotto 
 
TEMPO FLUSSO Fase A%( H2O/HCOOH 0.1%) Fase B% (ACN/HCOOH 0.1%) 
INIZIALE 0,6 ml/min 80 20 
4.00 0,6 ml/min 80 20 
10.00 0,6 ml/min 75 25 
12.00 0,6 ml/min 50 50 
17.00 0,6 ml/min 20 80 
 
In queste condizioni i tempi di ritenzione(Tr) risultano diminuiti (NAS:Tr=24.7min MEL:Tr=25.1min) 
con un ΔTr non idoneo per una valutazione quantitativa. (Fig. 25A-B) 
 
Figura25A. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di MEL (Tr 25.195) 
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Figura 25B. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di NAS (Tr 24.763)  
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2. Supelcosil LC-8 250x4.6 5µm: Mantenendo il gradiente sopra descritto e aumentando il 
flusso a 0,7ml/min, con la tale colonna gli analiti sono meno trattenuti, infatti i tempi di 
ritenzione per N-acetilserotonina e melatonina risultano essere rispettivamente 
NAS:Tr=14.8 min e MEL:Tr 16.2 min. (Fig. 26-27) 
 
Successivamente utilizzando tale colonna sono stati eseguiti esperimenti utilizzando un strumento 
HPLC-FL. Inizialmente per verificare le condizioni strumentali gli esperimenti sono stati condotti 
con una miscela eluente composta da H2O e ACN secondo il gradiente descritto sotto. I cromato 
grammi sono stati registrati alle lunghezze d’onda di: λecc.290; λem.340 (Fig 27-28) 
 
TEMPO FLUSSO Fase A%( H2O) Fase B% (ACN/HCOOH 0.1%) 
INIZIALE 0,7 ml/min 80 20 
5.00 0,7 ml/min 80 20 
25.00 0,7 ml/min 75 25 
27.00 0,7 ml/min 50 50 
45.00 0,7 ml/min 20 80 
 
Tali esperimenti sono stati condotti in parallelo utilizzando UV-DAD e, comparando i 
cromatogrammi ottenuti, si nota una netta sovrapposizione dei Tr ottenuti con i due apparati 
alaitici. Attraverso la rivelazione FL i picchi risultano meno risolti molto probabilmente all’effetto 
gradiente. 
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Figura 26. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di MEL (Tr 14.847) 
 
 
Figura 27. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzione standard di NAS  
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Al fine di migliorare la risoluzione cromatografica utilizzando la stessa colonna, sono state 
effettuate diverse prove modificando la fase acquosa con un tampone fosfato. I risultati ottenuti 
non hanno mostrato miglioramenti significativi in termini di separazione e risoluzione dei picchi 
corrispondenti agli analiti in oggetto. Ipotizzando che, tali risultati fossero dovuti principalmente 
alla fase fissa gli studi sono proseguiti attraverso la determinazione di MEL e NAS utilizzando altri 
tipi di colonne come Agilent Zorbax Eclipse XDB C8 150x4.6 mm 3.5µm, Varian Inertsil 5 ODS-2 
250x4.6 mm 5µm, Thermo BDS Hypersil C18 250x4.6 mm 5µm con un apparato HPLC-FL. I risultati 
ottenuti con tali supporti non ha dato risultati soddisfacenti. (Fig.28-29) 
 
 
 
Figura 28. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzioni di NAS(Tr 5.893) con la colonna Varian Inertsil 5 ODS-2 
250x4.6 mm 5µm 
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Figura 29. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di soluzioni standard di MEL (Tr 17.163) con la colonna Varian Inertsil 
5 ODS-2 250x4.6 mm 5µm 
Alla luce di questi risultati, gli studi sono proseguiti utilizzando ulteriori colonne con fasi 
stazionarie di differente natura. In generale, i risultati ottenuti hanno mostrato bassi tempi di 
ritenzione e una discreta risoluzione dei picchi degli analiti in oggetto ma, nessun miglioramento in 
relazione all’ effetto separativo (ΔTr minore di 1.5 minuti), come si evidenzia dai cromatogrammi 
riportati sotto. 
1. Phenomenex Luna HILIC 200A 250x4.6 mm 5µm/ Phenomenex Kinetex HILIC 100A 100x4.6 
mm 2.6µm (Fig.30) Miscela eluente composta Fase A: tampone fosfato 10% e una  Fase B: 
ACN 90% 
 
Figura 30. Cromatogrammi ottenuti dall’ analisi di soluzioni standard di NAS(Rosso Tr 6.849) e MEL(Blu Tr 6.5) 
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3. Brownlee Amino Spheri NH2 250x4.6 mm 5 µm. Utilizzando una miscela eluente composta 
da Fase A:Tampone Fosfato (80%) e Fase B:ACN (20%) le interazioni non sono ottimali 
ottengo picchi sdoppiati come si nota dai cromatogrammi sotto riportati. (Fig.31) 
 
Figura 31. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di soluzioni standard di NAS(Rosso Tr 4.093) e MEL(Blu Tr 4.393) 
 Utilizzando la stessa colonna sostituendo il tampone fosfato con H2O pura, si evidenzia una 
miglior risoluzione dei picchi ma la separazione risultava poco soddisfacente in quanto si otteneva 
coeluizione degli analiti in oggetto.(Fig.32) 
 
Figura 32. Cromatogrammi ottenuti dall’ analisi di soluzioni standard di NAS(Blu Tr 3.9) e MEL(Rosso Tr 4.246) 
Analoghi risultati sono stati ottenuti utilizzando  
1 2 3 4 5 6
Minutes
0
250
500
750
mVolts
0.
20
0
4.
09
3
4.
33
0
5.
76
1
0
100
200
300
400
mVolts
3.
97
5
4.
17
9
4.
39
3
5.
42
6
6.
67
4
W
I:8
W
I:8
5 10 15 20
Minutes
-99
0
100
200
300
400
500
600
700
mVolts
2.
56
8
3.
48
3
4.
24
6
4.
81
8
7.
10
9
7.
34
2
7.
74
0
8.
49
3
9.
20
0
9.
44
8
9.
96
7
10
.2
80
10
.8
18
11
.0
13
11
.2
27
11
.6
65
11
.8
93
12
.4
04
13
.0
00
13
.2
51
13
.5
55
13
.8
75
14
.7
00
15
.5
43
16
.1
30
16
.6
80
17
.0
27
17
.7
01
18
.0
81
19
.3
13
19
.6
80
20
.3
25
20
.6
28
20
.7
20
21
.1
16
21
.3
60
21
.9
02
22
.3
44
22
.9
08
 67 
 
4. Phenomenex Pheny-Hexyl 150x4.6 mm 5µm. (Fig.33) 
Supelco Hypersil Silica 150x4.6 mm 5µm(Fig.34) 
 
 
Figura 33. Cromatogrammi ottenuti dall’ analisi di una miscela di soluzioni standard 50 µg/ml di NAS (Tr 2.896) e 
MEL(Tr 8.256) 
 
Figura 34. Cromatogrammi ottenuti analizzando soluzioni standard di MEL(Blu Tr 2.851) e NAS(Rosso Tr 2.838). 
In quest’ultimi due casi è stato evidenziato la scarsa influenza del pH della fase acquosa in quanto 
utilizzando tamponi a diversi pH si otteneva sempre la coeluizione dei due anliti.  
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10.1. Procedura di derivatizzazione  
In letteratura sono descritti per ammine biogene e derivati indolamminici come melatonina o 
serotonina, diversi metodi analitici che prevedono un processo di derivatizzazione al fine di 
migliorare la “sensibilità strumentale”. Il gruppo di ricerca di Park J.Y. ha sviluppato una metodo di 
derivatizzazione rapido, condotto a temperatura ambiente con Etil-cloroformiato e analizzato con 
un HPLC-MS [167]. Questo metodo ha permesso di identificare simultaneamente la serotonina, la 
dopamina e i loro metaboliti in omogenati di cervello di topo. Sempre, per la determinazione delle 
ammine biogene tramite HPLC-UV/FL in matrici complesse (alimenti) sono stati utilizzati come 
reagenti cromofori il Dansil cloruro e il Dabsil cloruro. In uno studio condotto da De Mey et al. le 
due reazioni sono state comparate ed è stato dimostrato che l’utilizzo di Dabsil cloruro riduce i 
tempi di derivatizzazione, inoltre evita l’utilizzo di ammoniaca aggiunta al campione per rimuovere 
il reagente in eccesso [168]. Un’altro derivatizzante utilizzato per composti con struttura 5-idrossi-
indolica, è la 4-dimetil-ammino-benzilammina. Questa reagisce con i 5-idrossi-indoli in ambiente 
leggermente basico in presenza di potassio esacianoferrato per formare i corrispondenti derivati 
benzilamminici. L’applicazione di questa metodica ha permesso di determinare attraverso un 
rivelatore a chemiluminescenza la serotonina e l’acido 5-idrossi-indolacetico in campioni di plasma 
[169]. Nell’ambito di una ricerca svolta per la determinazione della melatonina nelle singole 
ghiandole pineali di differenti ceppi di topi, è stata messa a punto una reazione che prevede la 
modificazione del biciclo indolico a un derivato diidrochinolinico. Tale processo porta alla 
formazione di un composto 6.8 volte più fluorescente della melatonina, aumentando così la 
sensibilità strumentale. La procedura descritta è stata cosi validata: il campione plasmatico dopo 
pretrattamento viene portato a secco, al residuo vengono aggiunti 40 µl di H2O, 2.5 µl di una 
soluzione di Na2CO3  4M e 1 µl di una soluzione acquosa di H2O2 250 mM. La miscela così ottenuta 
viene riscaldata a 100 °C per 30 min e il composto fluorescente (N-6-metossi-4-osso-1,4-
diidrochinolina-3-metil-acetammide) viene estratto con 150 µl di etilacetato e sottoposto ad 
analisi cromatografica [170]. 
Poiché, attraverso gli studi condotti per la messa a punto della metodica oggetto di questo lavoro 
di tesi, è stato rilevato che la risoluzione cromatografica della N-acetilserotonina era quella che 
subiva maggiori variazioni, partendo dal confronto strutturale di MEL e NAS è risultato 
interessante sviluppare uno studio per l’analisi di quest’ultimi attraverso un processo di 
derivatizzazione precolonna utilizzando derivatizzanti con diverse caratteristiche. Dopo una 
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disamina della letteratura scientifica, sono stati scelte alcune anidridi sia alifatiche che aromatiche. 
A tale scopo, sono state preparate soluzioni 2mg/ml in ACN dei seguenti molecole.(Tab.1)  
 
ANIDRIDE  CARATTERISTICHE CHIMICO-FISICHE 
ANIDRIDE ACETICA  
 
 
 
 
bp 138-140 °C(lit.)  
mp -73 °C(lit.) 
Density 1.08 g/ml(lit.)  
ANIDRIDE CLOROACETICA 
 
 
 
 
bp 120-123°C/20 mmHg(lit.)  
 
mp 48-60 °C(lit.) 
ANIDRIDE BENZOICA  
 
 
 
 
mp 38-42 °C(lit.) 
 
Density 1.199 g/mL at 25 °C(lit.) 
ANIDRIDE FTALICA  
 
 
 
 
bp 284 °C(lit.)  
 
mp 131-134 °C(lit.) 
ANIDRIDE TRIFLUOROACETICA 
 
 
 
 
bp 39.5-40 °C(lit.)  
mp -65°C(lit.) 
Density 1.511 g/mL at 20 °C(lit.) 
ANIDRIDE SUCCINICA 
 
 
 
 
bp 261 °C(lit.)  
 
mp 118-120 °C(lit.) 
 
Tabella 1. utilizzate come derivatizzanti, bp:boiling point, mp:melting point 
 
 È stato quindi, definito un protocollo sperimentale che prevedeva un processo di derivatizzazione 
per la NAS,  la MEL e un Bianco di riferimento secondo lo schema sotto riportato. 
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Protocollo sperimentale 
 
       NAS              BIANCO                  MEL 
    200 µL NAS 1mg/ml in ACN                            200 µL  ACN            200 µL MEL in 1mg/ml ACN 
            10mg Na2CO3                             10mg Na2CO3                                       10mg Na2CO3 
200 µL ANIDRIDE 2mg/ml in ACN       200 µL ANIDRIDE 2mg/ml in ACN          200 µL ANIDRIDE 2mg/ml in ACN 
Brevemente, a 200µl di analita sono stati aggiunti 10 mg di Na2CO3, dopo agitazione (Vortex) per 
un minuto, vengono ulteriormente aggiunti 200µl dell’opportuno derivatizzante e sottoposto a 
riscaldamento alla temperatura di circa 50 °C per 20 min.  
Successivamente la soluzione ottenuta è stata filtrata e sottoposta ad analisi in HPLC-UV-DAD. Le 
colonne utilizzate sono state Phenomenex Luna C18 150x4,6 mm 3µm e Phenomenex Luna C18 
150x4,6 mm 5µm con un’eluizione in  gradiente riportato nella tabella sottostante. 
 
TEMPO FLUSSO Fase A%( H2O) Fase B% (ACN) 
INIZIALE 0,5 ml/min 80 20 
15.00 0,5 ml/min 50 50 
 
I risultati ottenuti da tali sperimentazioni hanno evidenziato che la melatonina non subiva 
trasformazione, mentre la resa del processo di derivatizzazione per la NAS risultava poco efficiente 
(Resa circa 60%). Questo dato è stato evidenziato in quanto nei cromatogrammi era presente sia la 
NAS derivatizzata, il derivatizzante e la NAS tal quale. La procedura di derivatizzazione al fine di 
ottenere rese più alte, è stata ulteriormente ottimizzata prolungando il tempo di reazione e/o 
aumentando la temperatura e/o aggiungendo un acido di Lewis (LiClO4). È da notare che 
utilizzando l’anidride acetica la derivatizzazione è risultata soddisfacente (resa 90%). I tempi di 
ritenzione della NAS derivatizzata e della MEL in tali cromatogrammi risultavano analoghi e quindi 
non adatatti al fine della sperimentazione biologica. (Fig. 35A-35B-36) Per migliorare la 
separazione il protocollo analitico è stato modificato variando la velocità di flusso e/o miscela 
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eluente e/o il gradiente di eluizione. Apportando tali variazioni non sono stati ottenuti risultati 
apprezzabili. Per cui tale studio è stato sospeso. 
 
Figura 35 A. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di una soluzione standard di melatonina (Tr 9.485) 
 
 
Figura 35 B. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi del filtrato della reazione (Rosso Tr A.A. 4.853 Tr MEL 9.443) 
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Figura 36. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di una soluzione standard di NAS (Blu Tr 5.349) e dal filtrato della 
reazione (Rosso Tr A.A. 4.813, Tr NAS DER 9.368) 
Visto lo scarso successo nella procedura di derivatizzazione, gli studi sono proseguiti nella ricerca 
delle condizioni analitiche per analizzare la MEL e la NAS come analiti non modificati. Quindi dopo 
aver analizzato tutti i risultati ottenuti dalle analisi degli standard condotte sia con HPLC-UV-DAD e 
con HPLC-FL in relazione alle colonne utilizzate, alle miscele eluenti (in gradiente e in isocratica) e 
ai vari tamponi, gli studi sono proseguiti adoperando solo colonne in fase inversa. In particolare 
sono stati effettuati studi in parallelo utilizzando strumentazione HPLC-UV-DAD e strumentazione 
HPLC-FL attraverso le colonne Phenomenex Luna C18 150x4,6 mm 3µm, Phenomenex Luna C18 
150x4,6 mm 5µm. Inizialmente per questa nuova fase di studio è stata utilizzata la Phenomenex 
Luna C18 150x4,6 mm 3µm ed eluendo con una miscela costituita da Fase A: tampone Formiato 
d’ammonio a pH crescenti (3-4-5-8) e Fase B: ACN. L’analisi è stata condotta con il gradiente sotto 
riportato e i cromatogrammi sono stati registrati alla lunghezza d’onda di λecc.290; λem.340 
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Dall’analisi dei dati ottenuti è stato messo in evidenza che il pH del tampone influenzava 
negativamente sulla risoluzione dei picchi (Fig.39) ma non sul loro tempo di ritenzione che 
generalmente rimaneva invariato.(Fig.37-38)  
 
Figura 37. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di soluzioni Standard di NAS (Blu) e con tampone formiato d’ammonio 
pH 4 (Blu Tr 11.661) e pH 3 (Rosso Tr 10.815) 
 
Figura 38. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di soluzioni standard di NAS eluita con tampone formiato d’ammonio 
pH5 (Blu Tr 10.648) e a pH 8(Rosso Tr 9.519) 
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Figura 39. Cromatogrammi ottenuti dall’analisi di soluzioni Standard di Melatonina eluita con acqua(Blu Tr 16.4) e con 
tampone formiato d’ammonio pH 4(Rosso Tr 16.6) ( Diminuzione risoluzione) 
Dato che, la presenza del “tampone” influiva solo sulla risoluzione gli studi sono proseguiti 
utilizzando H2O a pH 7. Dopo diversi esperimenti variando le condizioni di flusso e/o del gradiente i 
migliori risultati sono stati ottenuti utilizzando i parametri sotto descritti. 
TEMPO FLUSSO  Fase A%(H2O) Fase B%(ACN) 
INIZIALE 0,5 ml/min 90 10 
2.00 0,5 ml/min 90 10 
8.00 0,5 ml/min 30 70 
15.00 0,5 ml/min 70 30 
20.00 0,5 ml/min 90 10 
 
Visti i buoni risultati, gli studi successivi sono stati focalizzati a migliorare la risoluzione 
cromatografica attraverso la variazione delle lunghezze d’onda di eccitazione ed emissione. Quindi 
sono stati analizzati campioni standard secondo la procedura vista prima registrando i 
cromatogrammi mantenendo costante λecc. e variando la  λem. e viceversa. 
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 Le lunghezze d’onda di eccitazione prese in considerazione sono state λecc.: 230- 250- 270- 290 nm 
e di λem. 340-350-360-370 nm. I migliori risultati sono stati ottenuti con λecc.=290nm  λem.=340nm  
con il gradiente sotto riportato.(Fig.40) 
 
TEMPO FLUSSO  Fase A%(H2O) Fase B%(ACN) 
INIZIALE 0,5 ml/min 90 10 
2.00 0,5 ml/min 90 10 
8.00 0,5 ml/min 30 70 
15.00 0,5 ml/min 70 30 
20.00 0,5 ml/min 90 10 
 
 
 
Figura 40. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione (50ng/ml) di NAS (Tr 8.5) e MEL (Tr 11.5) con 
λecc.=290nm λem.=340nm.  
5 10 15 20 25 30
Minutes
-29
0
50
100
150
200
250
300
mVolts
 76 
 
10.2. Ricerca dello Standard Interno (S.I.)  
Successivamente siamo passati alla valutazione di un possibile candidato come Standard Interno. 
Visti i dati in letteratura sono stati valutati i seguenti composti commerciali riportati in Tabella 2. 
Composti Caratteristiche chimico fisiche 
CLOMIPRAMINA CLOROIDRATO 
 
 
   
 Molecular Weight 351.31 
 
5-6-7-8 TETRAISOCHINOLINA 
 
 
 
  
 Molecular Weight 133.19 
 
bp 106-108 °C/13 mmHg(lit.) 
 
Density 1.03 g/mL at 25 °C(lit.) 
3-4-5 TRIMETOSSI FENIL ACETONITRILE 
 
 
  
 Molecular Weight 207.23 
 
mp 77-79°C (lit.) 
SACCARINA SALE SODICO  
 
 
 
  
 Molecular Weight 183.18 
 
mp 226-229 °C(lit.) 
2-FENIL-INDOLO 
 
 
  
 Molecular Weight 193.24 
 
bp 250 °C/10 mmHg(lit.) 
 
mp 188-190 °C(lit.) 
ACIDO 5-METOSSI-2-INDOL-CARBOSSILICO 
 
 
 
  
 Molecular Weight 191.18 
 
mp 199-201 °C(lit.) 
5-CLOROINDOLO 
 
 
  
 Molecular Weight 151.59 
 
mp 69-71 °C(lit.) 
 Tabella 2. Composti saggiati come S.I. 
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Inizialmente, al fine di valutare i loro Tempi di ritenzione, tali composti sono stati analizzati 
attraverso HPLC-DAD con il gradiente riportato in tabella sottostante. 
TEMPO FLUSSO Fase A%(H2O) Fase B%(ACN) 
INIZIALE 0,5 ml/min 100 0 
1.00 0,5 ml/min 80 20 
6.00 0,5 ml/min 50 50 
10.00 0,5 ml/min 20 80 
 
In relazione ai tempi di ritenzione degli analiti oggetto di studio, i composti migliori in relazione ai 
Tr e alla risoluzione cromatografica sono stati: 
COMPOSTO Tr IN MINUTI Figura  
Acido 5-metossi-2-indol-carbossilico 11.6 min 43 
5-Cloro-indolo 14.8 min 42 
Saccarina 11.9 min  41 
2-Fenil-indolo 17.2 min 44 
 
 
Figura 41. Cromatogramma ottenuto dall’analisi UV di una soluzione standard di Saccarina (Tr 11.952). 
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Figura 42. Cromatogramma ottenuto dall’analisi UV di una soluzione standard di 5-Cloroindolo (Tr 14.907). 
 
 
Figura 43. Cromatogramma ottenuto dall’analisi UV di una soluzione standard di Acido 5-metossi-indol-3-carbossilico. 
(Tr 11.667) 
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Figura 44. Cromatogramma ottenuto dall’analisi UV di una soluzione standard di 2-Fenil-indolo (Tr 17.240). 
Successivamente alcuni candidati come standard interno sono stati analizzati in condizioni 
fluorimetriche (λecc.=290 λem.=340) attraverso le stesse condizioni cromatografiche.(Fig 45-46-47) 
 
Figura 45. Cromatogramma ottenuto dall’analisi FL dell’Acido 5-cloro indolo (Tr 14.160) 
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Figura 46. Cromatogramma ottenuto dall’analisi FL dell’Acido 2-indol carbossilico (Tr 11.746) 
 
Figura 47. Cromatogramma ottenuto dall’analisi FL del 2-fenil indolo (Tr 17.009) 
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Dai dati ottenuti è emerso che solo il 2-Fenil-indolo veniva rilevato con valori di fluorescenza 
apprezzabili in relazione alla concentrazione analizzata e quindi è stato definito come S.I. per gli  
studi successivi. 
10.3. Valutazione interferenti 
Una volta ottimizzati i parametri cromatografici, la ricerca è stata rivolta alla valutazione della 
matrice retinica al fine di verificare che non fossero presenti interferenti agli stessi tempi di 
ritenzione con MEL, NAS e I.S. A tale scopo sono state condotte analisi su matrici retiniche di topi 
C57BL/6 i quali a causa di mutazioni genetiche non esprimono né MEL né NAS.  
 
La procedura sperimentale ha previsto: 
1. Estrazione e analisi del campione retinico di topi C57BL/6. (Fig. 48) 
2. Analisi del campione retinico con aggiunta di una quantità nota di MEL e NAS standard 
dopo procedura di estrazione. (Fig. 49) 
3. Analisi  del campione retinico nel quale è stata aggiunta una quantità nota di MEL e NAS 
standard  prima della procedura di estrazione. 
 
I risultati ottenuti hanno dimostrato la totale assenza di picchi corrispondenti ai tempi di 
ritenzione della MEL della NAS e dello standard interno. La mancanza di interferenti è stata 
confermata dai dati ottenuti degli stessi campioni con l’aggiunta degli standard di riferimento 
ottenuti secondo le procedure 2 e 3 . 
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 Figura 48. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di retine di topi C57BL/6  
 
Figura 49. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di retine di topi C57BL/6 aggiunto di una miscela standard di MEL (Tr 
9.847) e NAS (Tr 8.071) dopo procedura d’estrazione. 
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Per confronto sono stati analizzati campioni di retine di topi Wild Type (WT) secondo la procedura 
descritta per le retine dei topi C57BL/6. I risultati ottenuti sono stati eccellenti in quanto i 
cromatogrammi hanno messo in luce che con tale metodica era possibile la valutazione quali-
quantitativa della MEL e della NAS nella matrice retinica avendo confermato l’assenza di 
interferenti con tempi di ritenzione analoghi agli analiti in oggetto.   
Poiché la matrice retinica potrebbe essere influenzata anche dalla specie animale da cui viene 
prelevata, gli studi sono proseguiti attraverso ulteriori modifiche del gradiente di eluizione della 
metodica fluorimetrica.  
È da sottolineare l’utilizzo del metanolo nei campioni da sottoporre all’analisi strumentale in 
quanto da cromatogrammi è stato rilevato un aumento di sensibilità e risoluzione dei picchi (Fig. 
50), molto  probabilmente con tale solvente il ε0 (Coefficiente di estinzione molare) degli analiti 
risultava più elevato. 
 
 
Figura 50 A. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una miscela 50 ng/ml di MEL (Tr 17) e NAS (Tr 6) discolte in ACN 
(Blu) e MeOH (Rosso) ottenute in eluizione isocratica 80 % H2O e 20 % ACN. 
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Dopo diversi esperimenti i risultati migliori e paragonabili in termini di risoluzione ed efficienza 
cromatografica sono stati ottenuti con le metodiche in gradiente 1 e 2 di seguito riportate 
utilizzando solo MEL e NAS standard (Fig. 51 A-B):  
Metodica 1. 
TEMPO FLUSSO   A%(H2O) B%(ACN) 
INIZIALE 0,8ml/min 80 20 
10.00 0,8 ml/min 80 20 
12.00 0,8 ml/min 20 80 
18.00 0,8 ml/min 20 80 
20.00 0,8 ml/min 80 20 
 
 
Figura 51 A. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una miscela 50 ng/ml di NAS (Tr 3.891) e MEL (Tr 10.828) con la 
metodica 1. 
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Metodica 2. 
TEMPO FLUSSO  A%(H2O) B%(ACN) 
INIZIALE 0,5 ml/min 100 0 
1.00 0,5 ml/min 80 20 
6.00 0,5 ml/min 50 50 
10.00 0,5 ml/min 20 80 
 
 
Figura 51 B. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una miscela 50 ng/ml di NAS (Tr 8.290) e MEL (Tr 10.016) con la 
metodica 2. 
I risultati dei due protocolli si differenziano principalmente nei tempi di ritenzione dei due analiti 
(vedi ΔTr). Inoltre, le stesse risoluzioni cromatografiche sono state ottenute utilizzando sia la 
colonna Phenomenex Luna C18 150x4,6 mm 3µm sia Phenomenex Luna C18 150x4,6 mm 5µm. È  
da notare che con quest’ultima è stato possibile utilizzare un flusso di esercizio più alto 
permettendo tempi di analisi più brevi.   
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10.4. Ottimizzazione della metodica estrattiva  
In letteratura sono stati descritti diversi metodi di estrazione liquido-liquido e liquido-solido in 
relazione ai vari tessuti di origine biologica animale. Per quanto riguarda la matrice retinica sono 
presenti poche metodiche, in particolare le più significative sono quelle per la determinazione 
della melatonina.  
Ozkan et al. per l’estrazione della melatonina dal plasma umano hanno utilizzato con colonne SPE 
Water Oasis HLB (1cc) attraverso lo sviluppo di una procedura che prevede: il condizionamento del 
supporto con 1ml di MeOH e 1ml di H2O seguito da una centrifugazione a 1600 g/min. In seguito 
1ml di campione da analizzare viene caricato sul supporto e ricentrifugato secondo le precedenti 
condizioni e successivamente eluito con 2 ml di CH2Cl2. La fase organica portata a secco sotto 
corrente di N2 e dopo ricostituzione è stata analizzata tal quale con un recupero del 97,6% [171]. 
La seconda procedura presa in considerazione è descritta nel kit commerciale “Melatonin ELISA” 
(IBL International) per l’estrazione della melatonina dal siero e plasma umano. Il protocollo  di 
utilizzo delle colonne Sep-Pak (1cc) prevede un “condizionamento” con 2ml di MeOH e 2ml di H2O 
prima della purificazione del campione (500µl). Successivamente viene effettuato un lavaggio con 
2ml di MeOH 10%, poi la melatonina viene eluita con 1ml di MeOH. Ogni passaggio è intervallato 
da una fase di centrifugazione intermedia a 200 g/min. Il recupero della melatonina è 
approssimativamente tra il 90-100% [172]. 
Dato che il nostro interesse, è stato principalmente rivolto non solo alla determinazione della MEL 
ma anche a quella della NAS era necessaria una metodica estrattiva di tipo liquido-solido 
attraverso l’utilizzo di supporti(SPE) che riuscisse ad estrarle entrambe. A tale scopo in relazione a 
quanto descritto sopra inizialmente per l’estrazione selettiva degli analiti dalla matrice retinica è 
stata utilizzata una strategia Ritenzione-Cleanup-Eluizione sulle due diverse colonne Sep-Pak (1cc) 
e Oasis HLB (3cc). Nei saggi preliminari per valutare la performance dei due diversi supporti sono 
stati sottoposti ad estrazione soluzioni acquose degli analiti standard a concentrazioni note. 
Inoltre non essendo nota nessuna procedura per la NAS le metodiche sopra citate 
opportunamente modificate utilizzando come solvente organico MeOH o CH2Cl2.  
I primi esperimenti, sono stati effettuati su colonne Sep-Pak (1cc) seguendo quanto descritto nella 
metodica del kit commerciale “Melatonin ELISA” (PROCEDURA A) (Fig. 52) e utilizzando come 
protocollo analitico la metodica 1. (Fig. 53) 
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Figura 52. Schema PROCEDURA A 
 
 
 
 
Figura 53. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 3.797) e MEL (Tr 
10.465) sottoposta a PROCEDURA A 
Successivamente gli esperimenti sono stati condotti su colonne Oasis HLB (3cc) . 
Su questo tipo di colonna è stata applicata la procedura descritta in letteratura da Ozkan et al. 
(PROCEDURA B). (Fig. 54-55) La colonna è stata condizionata con 4ml di metanolo e 4ml di acqua 
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centrifugata a 1600 g per 1 min, 1ml del campione è stato caricato e lasciato attraversare la 
colonna in seguito  centrifugato, ed eluito con 2 ml di CH2Cl2 
 
 
Figura 54. Schema PROCEDURA B 
 
 
 
Figura 55. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard di NAS (Tr 3.727). Secondo la PROCEDURA 
B 
 
In seguito tale procedura è stata modificata eliminando la fase del “condizionamento” 
(PROCEDURA C). (Fig. 56-57) 
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Figura 56. Schema PROCEDURA C 
 
Figura 57. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard di NAS (Tr 3.791). Secondo la PROCEDURA 
C 
Da una valutazione qualitativa in relazione alla purificazione dei due analiti, le colonne HLB sono 
risultate più efficienti, quindi gli studi sono proseguiti rivolgendo l’attenzione all’ottimizzazione 
estrattiva con questo tipo di SPE . A tale scopo seguendo la procedura C sono state analizzate 
retine di topo WT con o senza l’aggiunta di standard. Di sotto a titolo esemplificativo sono è 
riportato un  cromatogramma di tali analisi. (Fig.58) 
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Figura 58. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di retine di topo WT + una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 
3.158) e MEL (Tr 10.609) Secondo la PROCEDURA C 
Da una valutazione semi quantitativa è stato evidenziato che la quantità di NAS non risultava 
ottimale per cui allo scopo di ottimizzare il recupero della NAS la procedura estrattiva sostituendo 
il CH2Cl2  con il MeOH. Secondo  la PROCEDURA D. (Fig. 59-60-61) Tale procedura prevede l’utilizzo 
degli stessi eluenti e gli stessi volumi della procedura A ma ad ogni passaggio del solvente la 
colonna è stata centrifugata a 1600g per 1 min. 
 
 
Figura 59. Schema PROCEDURA D 
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Figura 60. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard di NAS (Tr 8.776) Secondo la PROCEDURA D 
 
 
Figura 61. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di retine di topo WT+una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 
3.834) e MEL (Tr 10.483) Secondo la PROCEDURA D 
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In quest’ultima parte di studio dagli esperimenti effettuati si rileva che il diclorometano risulta 
essere un buon eluente per l’estrazione della melatonina ma non per N-acetilserotonina. La 
procedura che ha dato i migliori risultati per quanto riguarda il recupero degli analiti sia su 
soluzioni Standard sia in matrice sulle SPE Oasis HLB è la procedura D. (Fig. 64) 
Inoltre è interessante notare come per questo tipo di supporto non è fondamentale la fase di 
condizionamento in quanto i risultati ottenuti con le procedure B e C risultano sovrapponibili.(Fig.) 
Tali considerazioni, sono giustificate dal fatto che per ogni singolo step delle procedure B e C, sono 
stati analizzati tutti gli eluenti raccolti. Inoltre al fine di verificare la totale estrazione degli analiti 
dopo aver completato le procedure descritte, ogni singolo supporto è stato rieluito con un 
solvente più polare (MeOH). Infatti in tali miscele era sempre presente una quantità (non 
determinata) di N-acetilserotonina, come si evidenzia dai cromatogrammi. (Fig.62-63)  
 
 
 
Figura 62. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di 1ml di MeOH passato in colonna dopo procedura di estrazione C. 
NAS (Tr 3.659) 
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Figura 63. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di 1ml di MeOH passato in colonna dopo procedura di estrazione D. 
 
 Una volta definita la procedura D come quella da utilizzare negli studi in vitro, per definire i 
parametri di validazione sono state analizzate inizialmente la MEL e la NAS sia singolarmente sia in 
miscela 50 ng/ml. Per quanto riguarda la metodica dell’analisi quantitativa in funzione del 
recupero, gli eluiti sono stati portati a secco sotto corrente di azoto, e analizzati secondo la 
procedura analitica definita Metodica 1. In conclusione per questa fase di studio è possibile 
affermare che la melatonina viene estratta con tutte e 4 le procedure mentre per la N-
acetilserotonina sono stati ottenuti bassi recuperi intorno al 60%. 
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Figura 64. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 3.693) e MEL (Tr 9.830) 
Secondo la PROCEDURA D  
 
Per aumentare il recupero abbiamo provato a variare il pH 4-5 del campione in analisi attraverso 
un’alcalinizzazione fino a pH 7-8 con KOH 1 M. La soluzione cosi ottenuta è stata sottoposta a 
estrazione con PROCEDURA D e i recuperi osservati per la NAS sono risultati sovrapponibili a quelli 
della melatonina (circa 90%). (Fig. 65-66 ) 
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Figura 65. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 3.839) e MEL (Tr 
10.192) pH 4/5 sottoposta a procedura di estrazione. Secondo la PROCEDURA D 
 
 
Figura 66. Cromatogramma ottenuto dall’analisi di una soluzione standard 50 ng/ml di NAS (Tr 3.853) e MEL(Tr 
10.580) pH 7/8 sottoposta a procedura di estrazione. Secondo la PROCEDURA D 
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Avendo definito come supporto SPE Oasis HLB e il protocollo di estrazione la procedura D gli studi 
sono proseguiti per la determinazione dei parametri di validazione. Tali studi sono ad oggi in fase 
di completamente. 
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Cap.11. RISULTATI E CONCLUSIONI 
Questo lavoro di tesi, come descritto precedentemente, è stato articolato in due fasi principali: la 
ricerca e sviluppo di una metodica analitica per la determinazione simultanea di MEL e NAS in 
matrici complesse e la sua applicazione in studi funzionali della retina. Per quanto riguarda la parte 
metodologica strumentale, i risultati di tali ricerche, hanno portato alla definizione di una nuova 
procedura analitica in cromatografia liquida ad alta prestazione in modalità fluorimetrica e 
l'ottimizzazione di una procedura estrattiva selettiva liquido-solido (SPE). Infatti, i dati preliminari 
di validazione, hanno messo in luce come la metodica analitica sviluppata risulti precisa, robusta, 
sensibile e di semplice utilizzo nel campo biologico per la determinazione simultanea della MEL e 
della NAS e le loro variazioni in studi in vitro. Infatti, come è stato descritto precedentemente, 
attraverso la sua applicazione sulle matrici retiniche è stato possibile dimostrare l’elevata 
sensibilità del metodo in oggetto avendo ottenuto valori di LOD di 3ng/ml (dato preliminare) e una 
buona linearità nel range 3-100 ng/ml con r2 maggiore di 0,99 per gli analiti oggetto di studio. 
(Fig.67-68)  
 
 
 
 
 
Figura 67. Retta di Taratura N-acetilserotonina 
 
 
 
 
 
 
Figura 68. Retta di Taratura Melatonina  
y = 19,927x + 47,127
R
2
 = 0,9937
0
500
1000
1500
2000
2500
0 20 40 60 80 100 120
Serie1
Lineare (Serie1)
y = 29,084x + 71,327
R
2
 = 0,9946
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0 20 40 60 80 100 120
Serie1
Lineare (Serie1)
 98 
 
Attraverso l'applicazione di tale metodica è stato possibile condurre un’analisi preliminare degli 
effetti del ritmo circadiano e del genotipo sulla produzione di MEL e NAS a livello retinico. La 
Figura 69 mostra la quantità di melatonina (MEL) e N-acetilserotonina (NAS) misurate nelle retine 
isolate da animali WT (simboli verdi) e MUT (simboli rossi) per il gene Cacna2d4, al termine 
dell’incubazione per 60 minuti in un mezzo di coltura (L1518). Dalla valutazione dei dati è possibile 
notare una notevole variabilità nei valori misurati in ogni singolo esperimento, in particolare per i 
valori di MEL.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 69. Ogni punto riporta i valori di NAS e MEL misurati in campioni di retina isolati da animali WT o MUT. Le 
retine venivano poste in mezzo di coltura ed incubate a 30°C per 60’ in mezzo di coltura L1518. Ogni punto 
rappresenta il contenuto presente in 4-5 retine. 
 
Per valutare se tale variabilità fosse collegata al tempo circadiano di isolamento delle retine è 
stato riportato in grafico il contenuto di MEL e NAS in funzione del tempo di raccolta del 
campione. Come mostrato in Figura 70, si può notare che il contenuto di MEL decrementa in 
funzione del tempo circadiano (ZT) di isolamento del tessuto, mentre i livelli di NAS non mostrano 
una ovvia dipendenza temporale. 
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Figura 70. I punti riportano il contenuto di MEL o di NAS misurato nelle retine (4-5/punto) in funzione del tempo 
circadiano al quale il campione veniva congelato (1 ora dopo l’isolamento del tessuto e l’incubazione in vitro a 30°C in 
L1518). Il tempo ZT0 per convenzione indica il tempo al quale inizia la fase di luce. Nel caso dei topi WT e MUT 
mantenuti con un ritmo luce:buio di 12:12 ore, ZT0 corrisponde alle 6 del mattino e ZT12 alle 6 del pomeriggio. Le 
linee tratteggiate riportano le rette ottenute mediante best-fit ai dati sperimentali. 
 
Le linee blu tratteggiate mostrano le rette ottenute mediante minimizzazione degli scarti dai valori 
sperimentali con coefficienti di correlazione (r) di -0.9423 e -0.8661 per WT e MUT e pendenze di -
9.63 e -20.68 ng/ml per unità di ZT. Nell’intervallo tra ZT8 e ZT11 il contenuto di MEL è 
significativamente diverso tra WT e MUT (13.83 vs. 38.57 ng/ml; t=-3.6898, P=0.021 mediante t-
test a due code). L’utilizzo di un test statistico non parametrico (Mann-Whitney U-test), fornisce 
invece un valore di P= 0.0601, indicando una differenza ai limiti della significatività statistica in 
base al criterio del 5%.  
Sorprendentemente, la differenza tra i valori di MEL non sembra derivare da differenze nei livelli 
del suo precursore. Il contenuto medio di NAS è infatti simile nelle retine dei topi WT (37.82 
ng/ml) e di quelli MUT (41.47 ng/ml) e le differenze non sono significative (t=-0.8178 e P=0.4594 
mediante t-test). Il test non-parametrico (Mann-Whitney U-test) fornisce un valore di P=1, 
indicando che una distribuzione così sbilanciata è probabilmente dovuta al caso.  
Questi dati indicano la possibilità che il livello di MEL possa essere regolato in funzione del tempo 
circadiano, ma in maniera indipendentemente da quelli del suo precursore NAS. Per mettere in 
evidenza questo aspetto abbiamo calcolato per ogni campione il rapporto tra MEL e NAS e i 
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corrispondenti valori sono mostrati in Figura 71 in funzione del tempo circadiano del termine 
dell’incubazione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 71. I punti riportano il rapporto MEL/NAS misurato nelle retine (4-5/punto) in funzione del tempo circadiano al 
quale il campione veniva congelato (1 ora dopo l’isolamento del tessuto e l’incubazione in vitro a 30°C in L1518). Il 
tempo ZT0 per convenzione indica il tempo al quale inizia la fase di luce. Nel caso dei topi WT e MUT mantenuti con 
un ritmo luce:buio di 12:12 ore, ZT0 corrisponde alle 6 del mattino e ZT12 alle 6 del pomeriggio. Le linee tratteggiate 
riportano le rette ottenute mediante best-fit ai dati sperimentali. 
 
 
Sia nei WT che nei MUT si osserva una diminuzione del rapporto MEL/NAS in funzione del 
momento circadiano della raccolta del campione, anche se la pendenza delle curve (linee 
tratteggiate blu) che meglio interpolano i punti sperimentali è maggiore nel caso dei MUT (-0.8017 
per unità di ZT) rispetto ai WT (-0.3203 per unità ZT). Anche in questo caso i valori medi dei 
rapporti tra MEL/NAS sono significativamente diversi tra WT (0.401) e MUT (1.095) (t=-3.033, 
P=0.0386 mediante t-test a due code). Utilizzando un test statistico non parametrico (Mann-
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Whitney) si ottiene un valore di P=0.0947, indicando che le differenze osservate dovranno essere 
confermate da ulteriori numero di esperimenti.   
Sebbene una valutazione del significato biologico di questi risultati richiederà ulteriori studi su un 
intervallo di tempi circadiani più esteso, l’osservazione che nella retina dei topi sia WT che MUT i 
livelli di MEL possono variare in funzione del tempo circadiano, ma in maniera indipendente da 
quella del precursore NAS, rappresenta un risultato nuovo ed inatteso. Inoltre, l’osservazione che i 
livelli di MEL sono diversi nei topi MUT e in quelli WT, rappresenta un’indicazione che la 
produzione di MEL può essere svincolata da quella di NAS. Attraverso futuri esperimenti saranno 
valutati se questo tipo di regolazione si verifica oltre che nella retina, anche in altri tessuti quali la 
ghiandola pineale e la cute. 
NAS e MEL sono prodotte sia a livello dei fotorecettori che delle cellule bipolari retiniche, ma la 
produzione di MEL è ritmica solo nei fotorecettori. L’osservazione che la produzione di MEL varia 
in funzione del tempo circadiano, sembra perciò consistente con la possibilità che la regolazione 
della sintesi di MEL che è stata osservata in questo lavoro di tesi avvenga a livello dei fotorecettori. 
Dal momento che esperimenti indipendenti mostrano che i livelli di [Ca2+] sono più elevati nei 
fotorecettori dei topi MUT rispetto ai WT, è possibile che il suo incremento abbia un ruolo nel 
determinare i livelli di MEL indipendentemente dai livelli di NAS.  
E’ possibile ipotizzare diversi meccanismi di modulazione, che dovranno essere valutati 
sperimentalmente. Un primo meccanismo possibile è quello dell’attivazione di una via di 
trasduzione del segnale attivata dal sistema Ca2+-calmodulina. Nei fotorecettori è espresso il gene 
Adcy1, che codifica per una isoforma dell’adenilato ciclasi Ca2+-sensibile e pertanto il cAMP 
potrebbe rappresentare un fattore coinvolto nella modulazione della produzione di MEL a 
prescindere dai livelli di NAS. Studi condotti in precedenza hanno messo in evidenza un aumento 
della produzione di MEL in risposta alla forskolina, una sostanza in grado di attivare direttamente 
l’adenilato ciclasi, o al 8-Br-caMP, un analogo permeante le membrane del cAMP [173]. 
Un secondo meccanismo potrebbe essere invece rappresentato dalla retroconversione di MEL in 
NAS da parte di HIOMT, in modo tale da mantenere costante NAS nei fotorecettori a spese della 
progressiva riduzione di MEL. Un meccanismo di questo tipo implica un progressivo consumo di 
NAS, in processi al momento sconosciuti, ma che potrebbero rivelare nuove proprietà di questa 
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molecola, oggi nota non solo come precursore della MEL, ma anche come agonista dei recettori 
TrkB del BDNF. 
Un’ulteriore possibilità è che la MEL, un antiossidante, venga consumata per proteggere i 
fotorecettori dal danno ossidativo indotto dalla luce sui lipidi polinsaturi di cui sono ricchi i 
segmenti esterni dei bastoncelli, quali l’acido docosaesaenoico. Una conseguenza di ciò è che sia la 
sintesi durante la fase di buio che il consumo di MEL durante la fase di luce sono maggiori nei MUT 
che nei WT. Questa ipotesi potrà essere valutata misurando lo stress ossidativo indotto dalla luce 
nei bastoncelli isolati, mediante l’utilizzo di sonde fluorescenti sensibili all’ossidazione, come 
descritto in precedenza per i bastoncelli degli anfibi [174]. 
Oltre all’aspetto relativo al significato biologico della modulazione dei livelli di MEL nelle retine 
adattate alla luce, la metodica sviluppata può anche avere sviluppi applicativi. Poiché la metodica 
messa a punto in questo lavoro di tesi consente di misurare sia MEL che NAS in retine incubate in 
vitro, questo indica la possibilità di utilizzare tale metodica per valutare l’azione di molecole di 
sintesi sulla sopravvivenza e sulla funzionalità residua dei fotorecettori dopo trattamento. Uno 
sviluppo futuro è quello di estendere il tempo in coltura in modo da prevedere trattamenti di 
maggiore durata. Un ulteriore possibile sviluppo è quello dell’analisi della MEL nel mezzo 
d’incubazione, che potrebbe consentire di applicare dosi multiple di una sostanza per valutarne 
l’efficacia. 
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PARTE SPERIMENTALE 
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Cap.12. MATERIALI E METODI  
12.1. Standard, reagenti e solventi   
Melatonina(5-Metossi-Triptamina), Sigma Aldrich ® 
N-Acetilserotonina(5-Idrossi-Triptamina), Sigma Aldrich ® 
 Trizma Base (2-Ammino-2-Idrossi-Metil-1,3-Propanediolo), Sigma Aldrich ® 
Formiato D’Ammonio, Sigma Aldrich ® 
Acetato Di Sodio, Sigma Aldrich ® 
EDTA, Sigma Aldrich ®  
Carbonato Di Sodio, Sigma Aldrich ® 
Anidride Acetica, Sigma Aldrich ® 
Anidride Cloro Acetica, Sigma Aldrich ® 
Anidride Benzoica, Sigma Aldrich ® 
Anidride Ftalica, Sigma Aldrich ® 
Anidride Trifluoroacetica, Sigma Aldrich ®  
Anidride Succinica, Sigma Aldrich ® 
Perclorato Di Litio, Sigma Aldrich ® 
Clomipramina Cloridrato, RBI Research Biochemicals International 
5-6-7-8-Tetra-idrochinolina, Sigma Aldrich ® 
3-4-5-Trimetossi-Fenil-acetonitrile, Sigma Aldrich ® 
5-Cloro Indolo, Sigma Aldrich ® 
Saccarina Sale Sodico, Sigma Aldrich ® 
2-Fenil Indolo, Sigma Aldrich ® 
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Acido 5-metossi-2-Indol-Carbossilico, Sigma Aldrich ® 
Acido Trifluoroacetico, Sigma Aldrich ® 
Acido Formico 100%, Sigma Aldrich ® 
Acido Acetico 100%, Sigma Aldrich ® 
Acido Fosforico 100%, Sigma Aldrich ® 
Trietilammina 100%, Sigma Aldrich ® 
Acido Cloridrico 2 N 
Acido Nitrico 3% 
Idrossido Di Potassio 1 N, Carlo erba 
Diclorometano  CHROMASOLV ,Gradient grade,for HPLC, ≥ 99.9 %, Sigma Aldrich ® 
Acetonitrile CHROMASOLV ,Gradient grade,for HPLC, ≥ 99.9 %, Sigma Aldrich ® 
Metanolo CHROMASOLV ,Gradient grade,for HPLC, ≥ 99.9 %, Sigma Aldrich ® 
H2O Mq 18 Ω 
L 1518-medium, Sigma Aldrich ® 
SPE Oasis HLB (3cc), Waters Corporation 
SPE Sep-pak ODS (1cc), Waters Corporation 
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12.2. Strumentazione 
Per le analisi HPLC-UV-DAD è stato utilizzato un HPLC Varian 9012, detector PDA (ProStar 330) e 
iniettore manuale della Rhedyne (modello 7725i) con loop da 20 µl.  
Per le analisi HPLC-FL è stato utilizzato un HPLC Varian con pompa a camera di miscelazione ad alta 
pressione (ProStar 230), detector Fluorimetrico (ProStar 363) e iniettore manuale della Rhedyne 
(modello 7725i) con loop da 20 µl.  
La colonna utilizzata per le analisi dei campioni in HPLC-FL è una Phenomenex Luna C18 150x4,6 
mm 5µm, con precolonna Phenomenex Security Guard Cartridges C8 (4mmx30mm). 
Centrifuga IEC CL31R Thermo Electron corporation. 
pHmetro OAKTON (pH/Ion 510) con elettrodo a vetro Hamilton. 
12.3. Preparazioni delle soluzioni acquose 
Tutte le soluzioni acquose degli standard e dei tamponi sono state preparate utilizzando acqua 
deionizzata con resine a scambio ionico e successivamente microfiltrata attraverso l’apparecchio 
MilliQ (Millipore Corporation, MA, USA) 
12.3.1. Preparazione delle soluzioni madre di MEL e NAS. 
Le soluzioni madre di melatonina (SMMEL) e N-acetilserotonina (SMNAS) sono state preparate 
sciogliendo una quantità esatta del composto in esame in un corrispondente volume (1mg/ml) di 
acetonitrile o metanolo al fine di ottenere una concentrazione 4.6 mM per NAS e 4.3 mM per MEL. 
Tutte le soluzioni sono state opportunamente diluite come mostrato in seguito. 
 Preparazione delle diluizioni per le analisi HPLC-UV-DAD 
Le soluzioni madre sono state opportunamente diluite con metanolo o acetonitrile.  
VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE 
DI MEL  
NOME 
DILUIZIONE 
10 µl 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1MEL 
10 µl 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2MEL 
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VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE 
DI NAS  
NOME 
DILUIZIONE 
10 µl 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1NAS 
10 µl 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2NAS 
 
 Preparazione delle diluizioni per le analisi HPLC-FL  
Le soluzioni madre sono state opportunamente diluite con H2O o acetonitrile o metanolo.  
VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE  NOME 
DILUIZIONE 
10 µl 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1MEL 
10 µl 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2MEL 
500 µl 1000 µl 1:2 50 ng/ml  M3MEL 
 
VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE  NOME 
DILUIZIONE 
10 µl 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1NAS 
10 µl 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2NAS 
500 µl 1000 µl 1:2 50 ng/ml  M3NAS 
  
Nella fase successiva alla messa a punto della metodica le diluizioni in H2O sono state sottoposte 
alla procedura di estrazione e poi analizzate in HPLC per valutare il recupero mentre le diluizioni in 
metanolo e acetonitrile sono state analizzate senza essere sottoposte a procedura di estrazione. 
Tutte le diluizioni sono state conservate in frigorifero a una temperatura di 4 °C. 
 
 Preparazione delle miscele di melatonina e N-acetilserotonina 
Sono state costituite miscele standard aventi diverse concentrazioni aggiungendo opportune 
quantità di ogni standard. In una vials di vetro sono stati aggiunti 500µl S.M.MEL i quali sono stati 
portati a volume di 1ml con ulteriori 500 µl di S.M.MEL ottenendo cosi una miscela MIX1 con una 
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concentrazione finale di 2.15 mM per MEL (500µg/ml) e di 2.29 mM (500 µg/ml) per NAS, tale 
miscela è stata successivamente diluita con opportuno solvente. In Tabella sono proposti gli 
schemi di diluizione utilizzati. Tutte le soluzioni sono state conservate a 4°C. 
 
VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE 
FINALE  
NOME 
DILUIZIONE 
10 µl da MIX1 1000 µl 1:100 5 µg/ml MIX2 
10 µl da MIX2 1000 µl 1:100 50 ng/ml MIX3 
500 µl da MIX3 1000 µl 1:2 25 ng/ml  MIX4 
500 µl da MIX4 1000 µl 1:2 12.5 ng/ml MIX5 
500 µl da MIX5 1000 µl 1:2 6.25 ng/ml MIX6 
500 µl da MIX6 1000 µl 1:2 3.125 ng/ml MIX7 
 
12.3.2. Preparazione delle soluzioni tampone 
Le soluzioni tampone sono state utilizzate per le analisi degli standard sia in modalità fluorimetria 
che in spettroscopia UV-DAD. Dalle varie analisi effettuate è evidente che l’uso dei diversi tamponi 
a vari pH o di H2O acidificata (pH < 4) diminuisce la sensibilità e risoluzione dei picchi rispetto 
all’H2O a pH 7.  
 Tampone Fosfato 50 mM pH=3 
Per ogni litro di soluzione sono stati aggiunti 2.9 ml di Acido Fosforico (H3PO4 PM= 98 g/mol d= 
1.68 g/ml) a 800ml di H2O milliQ sotto agitazione magnetica. Il pH viene portato a 3 tramite 
l’aggiunta goccia a goccia di una soluzione di Trietilammina allo 0.2 % utilizzando un pHmetro con 
elettrodo a vetro. La soluzione viene poi portata a volume in un matraccio da 1000ml e filtrata 
attraverso una membrana microporosa in polipropilene con diametro 0.2 µm (PALL Corporation, 
Michigan, USA). Durante il periodo di non utilizzo la soluzione è stata conservata a 4 °C. 
 Tampone Tris-HCl 50mM pH=8 
Per ogni litro di soluzione sono stati sciolti  6.05 g di Trizma Base (NH2C(CH2OH)3 PM= 121.14 
g/mol) in 800ml di H2O milliQ sotto agitazione magnetica. Il pH viene portato a 8 tramite l’ 
aggiunta goccia a goccia di una soluzione di HCl 2 N utilizzando un pHmetro con elettrodo a vetro. 
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La soluzione viene poi portata a volume in un matraccio da 1000ml e filtrata attraverso una 
membrana microporosa in polipropilene con diametro 0.2 µm (PALL Corporation, Michigan, USA). 
Durante il periodo di non utilizzo la soluzione è stata conservata a 4 °C. 
 Tampone Formiato d’Ammonio 10mM pH=3-4-5-8 
Per ogni litro di soluzione sono stati sciolti  0.63 g di Formiato d’Ammonio (HCOONH4 PM= 63.06 
g/mol) in 800ml di H2O milliQ sotto agitazione magnetica. Il pH viene aggiustato all’oportuno 
tramite l’aggiunta goccia a goccia di una soluzione di HCOOH e a pH=8 con NH4OH dil. utilizzando 
un pHmetro con elettrodo a vetro. La soluzione viene poi portata a volume in un matraccio da 
1000ml e filtrata attraverso una membrana microporosa in polipropilene con diametro 0.2 µm 
(PALL Corporation, Michigan, USA). Durante il periodo di non utilizzo la soluzione è stata 
conservata a 4 °C. 
 Tampone Acetato di Sodio 12mM con EDTA 0.26 mM pH=4 
Per ogni litro di soluzione sono stati sciolti  0.98 g di Acetato di Sodio (CH3COONa PM= 82.03 
g/mol) e 0.096 g di EDTA (PM= 372.2 g/mol) in 800ml di H2O milliQ sotto agitazione magnetica. Il 
pH viene portato a 4 tramite l’aggiunta goccia a goccia di una soluzione di CH3COOH glaciale 
utilizzando un pHmetro con elettrodo a vetro. La soluzione viene poi portata a volume in un 
matraccio da 1000ml e filtrata attraverso una membrana microporosa in polipropilene con 
diametro 0.2 µm (PALL Corporation, Michigan, USA). Durante il periodo di non utilizzo la soluzione 
è stata conservata a 4 °C. 
 Soluzione acquosa di Acido Trifluoroacetico (TFA) 0.01 % 
Per ogni litro di soluzione sono stati aggiunti  0.1 ml di TFA in 800ml di H2O milliQ sotto agitazione 
magnetica. La soluzione viene poi portata a volume in un matraccio da 1000ml e filtrata attraverso 
una membrana microporosa in polipropilene con diametro 0.2 µm (PALL Corporation, Michigan, 
USA). Durante il periodo di non utilizzo la soluzione è stata conservata a 4 °C.  
 Soluzione acquosa di Acido Formico (HCOOH) 0.1 % 
Per ogni litro di soluzione sono stati sciolti 1 ml di HCOOH a 800ml di H2O milliQ sotto agitazione 
magnetica. La soluzione viene poi portata a volume in un matraccio da 1000ml e filtrata attraverso 
una membrana microporosa in polipropilene con diametro 0.2 µm (PALL Corporation, Michigan, 
USA). Durante il periodo di non utilizzo la soluzione è stata conservata a 4 °C. 
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12.4. Retta di taratura di MEL e NAS  
Per ottenere i principali parametri di validazione(precisione, riproducibilità e accuratezza) del 
metodo, sono state costruite rette di taratura di soluzioni ST di MEL e NAS. Le analisi sono state 
effettuate in duplicato seguendo un ordine rigorosamente crescente. Per l’elaborazione dei valori 
ottenuti per la costruzione delle rette di taratura è stato utilizzato il programma Microsoft® Excel 
2003 (Microsoft Corporation, USA).  
Per NAS sono stati pesati esattamente 1.80 mg e addizionati a 1.8 ml per ottenere S.M.NAS con una 
concentrazione 4.6 mM (1mg/ml). La soluzione madre è stata conservata a una temperatura di -
20°C. Sono state poi effettuate diluizioni per la costruzione della retta di taratura. Tutte le 
diluizioni sono state conservate a una temperatura di 4 °C. 
 
VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME FINALE  DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE  NOME 
DILUIZIONE 
10 µl da S.M.NAS 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1NAS 
10 µl da M1NAS 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2NAS 
100 µl da M2NAS 125 µl 1:1.25 80 ng/ml M3NAS 
500 µl da M2NAS 1000 µl 1:2 50 ng/ml  M4NAS 
500 µl da M4NAS 1000 µl 1:2 25 ng/ml M5NAS 
500 µl da M5NAS 1000 µl 1:2 12.5 ng/ml M6NAS 
500 µl da M6NAS 1000 µl 1:2 6.25 ng/ml M7NAS 
500 µl da M7NAS 1000 µl 1:2 3.125 ng/ml M8NAS 
  
Per MEL sono stati pesati esattamente 1.95 mg e addizionati di 1.95ml per ottenere S.M.MEL con 
una concentrazione 1mg/ml(4.3 mM). La soluzione madre è stata conservata a una temperatura di  
-20°C. Sono state poi effettuate diluizioni per la costruzione della retta di taratura. Le soluzioni 
sono state conservate a una temperatura di 4 °C. 
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VOLUME 
PRELEVATO 
VOLUME 
FINALE  
DILUIZIONE CONCENTRAZIONE FINALE  NOME 
DILUIZIONE 
10 µl da S.M.MEL 1000 µl 1:100 10 µg/ml M1MEL 
10 µl da M1MEL 1000 µl 1:100 100 ng/ml M2MEL 
100 µl da M2MEL 125 µl 1:1.25 80 ng/ml M3MEL 
500 µl da M2MEL 500 µl 1:2 50 ng/ml  M4MEL 
500 µl da M4MEL 500 µl 1:2 25 ng/ml M5MEL 
500 µl da M5MEL 500 µl 1:2 12.5 ng/ml M6MEL 
500 µl da M6MEL 500 µl 1:2 6.25 ng/ml M7MEL 
500 µl da M7MEL 500 µl 1:2 3.125 ng/ml M8MEL 
 
 
Queste soluzioni sono state analizzate in HPLC-FL e calcolate le aree sottese ai picchi 
corrispondenti a MEL e NAS alle differenti concentrazioni. Sulla base dei valori ottenuti è stata 
costruita la curva di calibrazione. In tabella sono riportati i valori delle aree. 
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N-acetilserotonina 
 
CONCENTRAZIONE AREA MEDIA mVolts*Sec A1 mVolts*Sec A2 mVolts*Sec 
3,125 ng/ml 70.6 71.8 69.5 
6,25 ng/ml 128.5 129 128 
12,5 ng/ml 289.5 289 290 
25 ng/ml 581 580 582 
50 ng/ml 1164 1176 1152 
80 ng/ml 1625.5 1669 1582 
100 ng/ml 1988 2058 1918 
  
 
Melatonina 
 
CONCENTRAZIONE AREA MEDIA mVolts*Sec A1 mVolts*Sec A2 mVolts*Sec 
3,125 ng/ml 17 15.9 18.1 
6,25 ng/ml 287.6 294.3 281 
12,5 ng/ml 565.2 548.8 581.7 
25 ng/ml 784.1 784.4 783.9 
50 ng/ml 1541.3 1595.5 1487.2 
80 ng/ml 2383.2 2449.9 2316.5 
100 ng/ml 2973.4 3104.2 2842.6 
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12.5. Trattamento degli animali  
 
Per gli esperimenti sono stati utilizzati tre differenti ceppi di topi quali: C57BL/6, C57BL/10XA/J 
varianti WT e mutante (MUT) per il gene Cacna2d4. 
I topi C57BL/6 sono topi pigmentati che esprimono mutazioni sia sul gene Aanat che sul gene 
Hiomt. In questi animali la produzione di MEL e NAS è quasi nulla e le loro retine sono state 
utilizzate per le analisi “in Bianco”. 
I topi C57BL/10XA/J sono stati generati tramite allevamento di topi appartenenti al ceppo 
C57BL/10 (i quali non producono MEL e NAS) e topi A/J, i quali sono invece capaci di produrre sia 
NAS che MEL. I topi risultanti da questo incrocio esistono in due varianti wild type (WT) e mutanti 
(MUT) sul gene Cacna2d4, derivanti da una mutazione spontanea di questo gene presente nel 
ceppo C57BL/10.  
 
I topi C57BL/10XA/ eterozigoti per Cacna2d4, derivati dall’incrocio tra C57BL/10 e A/JJ sono stati 
incrociati per generare linee WT e MUT. Gli animali sono stati allevati con un ciclo luce buio 
costante 12h luce:12h buio, secondo le linee guida istituzionali, rispettando la dichiarazione della 
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) per il trattamento degli animali da 
esperimento i quali avevavo accesso ad libitum  al cibo e all'acqua. Per l’estrazione della retina in 
situ, i topi di 1-2 mesi di età sono stati profondamente anestetizzati con un’iniezione 
intraperitoneale di 2 ml di uretano al 20% (w/v) disciolto in una soluzione di NaCl allo 0.9 seguita 
dalla dislocazione cervicale . Le retine sono state ottenute rapidamente attraverso una fessura 
corneale realizzata mediante un bisturi per oftalmologia [175]. 
 
12.6. Pretrattamento del campione 
Le retine sono state prelevate a differenti ore del giorno, dai tre differenti ceppi di topi C57BL/6, 
C57BL/10XAJ WT e MUT Cacna2d4 adattati sia alla luce che al buio. 
Campioni non incubati  
Nel caso dei campioni non incubati, le retine sono state congelate a -20 °C immediatamente dopo 
il prelievo, e successivamente omogeneizzate in TFA 0.1 M con un Glass-glass Potter. L’omogenato 
è stato raccolto e centrifugato a 10000xg per 30 min a 4°C, in seguito il sovranatante è stato 
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separato dal precipitato e portato a pH 4-5 con KOH 1 M e, se necessario, diluito con H2O MilliQ 
per raggiungere un volume finale di 1 ml. Successivamente il campione è stato sottoposto a 
estrazione su colonne SPE. 
Campioni incubati 
Le retine, una volta prelevate, sono state incubate in una piastrina Petri contenente 2ml di un 
mezzo di coltura L-1518. Per aumentare l’osmolarità del mezzo da circa 270 mOSm/L a 290 
mOsm/L venivano aggiunti 21.4 µl di NaCl 1 M (preventivamente filtrato con filtro millipore da 2 
µm. Le piastrine sono state mantenute per 1 ora in un bagno termostatato a 30°C. 
Successivamente le retine sono state separate dal mezzo di coltura e congelate. Il trattamento 
deile retine incubate era poi identico a quanto descritto di sopra per i tessuti isolati e congelati 
immediatamente. 
12.7. Estrazione SPE  
La procedura per l’estrazione dei campioni retinici sottoposti ad analisi è la procedura D sopra 
riportata. 
12.8. Analisi HPLC-FL 
Le analisi HPLC-FL dei campioni retinici sono state effettuate con  il seguente gradiente utilizzando 
una colonna Phenomenx Luna C18 150x4.6 5µm. 
TEMPO FLUSSO   A%(H2O) B%(ACN) 
INIZIALE 0,8ml/min 80 20 
10.00 0,8 ml/min 80 20 
12.00 0,8 ml/min 20 80 
18.00 0,8 ml/min 20 80 
20.00 0,8 ml/min 80 20 
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